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Autophagie ist ein physiologischer Prozess in eukaryotischen Zellen, welcher einen intrazellulä-
ren „Selbstverdau“ ermöglicht. Es handelt sich um einen evolutionär hoch konservierten Vorgang.
Dieser erlaubt der Zelle zytoplasmatisches Material und ganze Organellen mit Hilfe lysosomaler
Enzyme abzubauen und zu recyceln. Dadurch wird die Zelle in die Lage versetzt, auf Stressoren
zu reagieren und sich veränderten Umweltbedingungen anzupassen [Burman and Ktistakis, 2010;
Eskelinen and Saftig, 2009; Glick et al., 2010; Yang and Klionsky, 2010b].
Es existieren drei verschiedene Formen der Autophagie in Säugetierzellen, die Makroautopha-
gie, die Mikroautophagie und die Chaperon-vermittelte Autophagie [Yang and Klionsky, 2009].
Die drei Arten unterscheiden sich in dem Weg, auf dem das abzubauende Material in das Lumen
der Lysosomen transportiert wird. Bei der Makroautophagie wird zytoplasmatisches Material von
einem spezialisierten Organell, dem Autophagosom, umschlossen und es kommt dann zu einer
Verschmelzung des Autophagosoms mit einem Lysosom [Eskelinen and Saftig, 2009]. Bei der Mi-
kroautophagie wird zytoplasmatisches Material direkt vom Lysosom durch Invagination der lyso-
somalen Membran aufgenommen [Glick et al., 2010]. Der Abbau von speziell markierten Proteinen
findet bei der Chaperon-vermittelten Autophagie statt. Das lysosomale Membranprotein LAMP-2A
erkennt dabei die an das Chaperon Hsc-70 gebundenen Proteine und vermittelt die Aufnahme in
das Lysosom. [Cuervo and Dice, 1996; Glick et al., 2010]
1.1.1 Biologische Funktion der Autophagie
Autophagie wird von allen eukaryotischen Zellen betrieben und übernimmt vielfältige physiolo-
gische Aufgaben [Yang and Klionsky, 2009]. Die Rate an Autophagie und die Art des Materials,
das im Autophagosom sequestriert wird, kann je nach Situation verändert und den aktuellen Be-
dürfnissen der Zelle angepasst werden. Die klassische Rolle der Autophagie ist die Sicherung des
Überlebens unter Hungerbedingungen durch die Bereitstellung von Energiereserven. In der Hefe
konnte gezeigt werden, dass die Zellen den autophagischen Abbau von Zellbestandteilen für einen
begrenzten Zeitraum für die ATP-Gewinnung nutzen und so kurze Perioden von Nahrungsmangel
überbrücken können [Lum et al., 2005; Ryan, 2010]. Experimente an Mäusen, die aufgrund eines
Knockouts eines essentiellen Autophagiegens einen Defekt der Autophagie aufwiesen, zeigten, dass
dieser Mechanismus für Säugetiere ebenso essentiell ist. Durch Autophagie kann der Energieeng-
pass, der kurz nach der Geburt durch die Umstellung der Ernährung von der Versorgung durch die
Plazenta zur oralen Nahrungsaufnahme entsteht, überbrückt werden [Kuma et al., 2004].
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Es sind zahlreiche Faktoren bekannt, die Autophagie induzieren können, wie z.B. Aminosäure-
oder Wachstumsfaktorentzug, niedrige intrazelluläre Energiespiegel, Hypoxie und oxidativer Stress
[Levine and Klionsky, 2004; Ravikumar et al., 2010]. Ein basales Maß an Autophagie wird da-
gegen ständig in der Zelle aufrechterhalten und dient der Zellhomöostase. So werden Proteinag-
gregate, beschädigte Organellen und andere Substanzen durch Autophagie abgebaut. Autophagie
vervollständigt die Funktion des Ubiquitin-Proteasom-Systems, das unter anderem den Abbau von
meist kurzlebigen Proteinen regelt, die durch die Markierung mit Ubiquitin von Proteasomen für
den Abbau erkannt werden [Levine and Klionsky, 2004; Mehrpour et al., 2010a]. Durch den ste-
tigen Umsatz zytoplasmatischer Bestandteile übernimmt basale Autophagie somit eine wichtige
Funktion für die intrazelluläre Qualitätskontrolle [Mizushima, 2009].
Der Autophagie wird eine entscheidende Rolle für den Alterungsprozess von Zellen zugeschrie-
ben. Während die Fähigkeit zu Autophagie mit dem Alter abnimmt, kann die Aufrechterhaltung
autophagischer Aktivität durch reduzierte Kalorienaufnahme die Lebensspanne zahlreicher Spezies
möglicherweise verlängern [Cuervo et al., 2005]. Weiterhin ist bekannt, dass die Autophagie wich-
tige Funktionen in der Zelldifferenzierung und -entwicklung von Säugetieren übernimmt [Mizushi-
ma and Levine, 2010]. Sie ist beteiligt beim programmierten Zelltod Typ II und spielt eine wichtige
Rolle für die angeborene und erworbene Immunität und die Abwehr von Pathogenen. [Eskelinen
and Saftig, 2009]
1.1.2 Mechanismus der Makroautophagie
Da für diese Arbeit die Makroautophagie von besonderem Interesse ist, sollen die Schritte der Ma-
kroautophagie genauer dargestellt werden. Im Folgenden wird für „Makroautophagie“ der Begriff
„Autophagie“ synonym verwendet.
Auf ein Stimulationssignal hin wird im ersten Schritt der Autophagie eine Doppelmembran ge-
bildet, die sogenannte Phagophore oder „Isolation Membrane“ (in dieser Arbeit auch als Isola-
tionsmembran bezeichnet), die sich schrittweise verlängert und dabei zytoplasmatisches Material
umschließt. Schließlich formt sie sich zu einer abgegrenzten Vakuole, dem Autophagosom. Die
Herkunft der initialen Doppelmembran wird seit 50–60 Jahren diskutiert [Eskelinen, 2008a], konnte
allerdings bislang nicht eindeutig geklärt werden. In Hefe konnte als Entstehungsort der Phagophore
die prä-autophagosomale Struktur (PAS) identifiziert werden [Suzuki et al., 2001]. In Säugerzellen
gibt es jedoch keine Hinweise für einen einzelnen, vergleichbaren spezialisierten Entstehungsort
[Yang and Klionsky, 2009]. Es wurden neben der Plasmamembran, das ER, der Golgi-Apparat
und die Mitochondrien als mögliche Quelle für die initiale Doppelmembran diskutiert [Eskelinen,
2008a]. Neuere Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass der Ursprung der Doppelmembran
im ER liegen könnte. Demnach entsteht die Phagophore im sogenannten Omegasom, einer kleinen
Struktur, die mit dem ER in Verbindung steht und als Plattform für die Autophagosomenbildung
dient [Axe et al., 2008; Tooze and Yoshimori, 2010].
Nach der Fusion der Phagophorenmembran durchläuft das Autophagosom eine Reihe von Rei-
fungsschritten, in denen es zur Verschmelzung mit Endosomen und/oder Lysosomen kommt (Ab-
















Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Autophagosomenreifung. (a und b) zytoplasmatisches Ma-
terial wird von der sich verlängernden Doppelmembran des Phagophors umschlossen; (c) die Phagophoren-
membran schliesst sich zum Autophagosom; (d) durch Verschmelzung mit einem Lysosom, reift das Auto-
phagosom zum Autolysosom; (e) mit Hilfe saurer Hydrolasen erfolgt der Abbau zytoplasmatischen Materi-
als. Nach [Xie and Klionsky, 2007]
genannt (nicht dargestellt in Abb. 1.1). Fusioniert ein Amphisom oder ein Autophagosom mit ei-
nem Lysosom, entsteht ein Autolysosom. Die Reifungsschritte dienen dazu, den Inhalt des Auto-
lysosoms anzusäuern, um ein pH-Optimum für hydrolytische Enzyme zu schaffen, die während
der Reifung durch die Fusionsschritte aufgenommenen werden. Das zytoplasmatische Material,
das im Autophagosom eingeschlossen ist, wird nun durch lysosomale Hydrolasen abgebaut und
die Abbauprodukte stehen, nachdem sie zurück ins Zytoplasma transportiert worden sind, für eine
Neuverwertung zur Verfügung [Dunn, 1990; Eskelinen, 2005].
Das korrekte Funktionieren der oben genannten Schritte ist essentiell für einen reibungslosen
Fluss von Material durch den autophagischen Kreislauf. Jede Störung der Autophagosomenreifung
oder des lysosomalen Systems würde zur Behinderung des autophagischen Flusses führen und da-
mit zur Anhäufung autophagischer Vakuolen [Mehrpour et al., 2010b].
1.1.3 Molekularer Mechanismus der Autophagie
Morphologische Untersuchungen der Autophagie wurden bereits in den 1950er Jahren an Säu-
getierzellen durchgeführt. Die Erforschung des molekularen Mechanismus begann in den 1990er
Jahren in Hefezellen [Baba et al., 1994; Harding et al., 1996; Schlumpberger et al., 1997; Takeshige
et al., 1992; Thumm et al., 1994; Tsukada and Ohsumi, 1993]. Zurzeit sind ca. 32 verschiedene
Autophagie-assoziierte Gene (Atg) in der Hefe Saccharomyces cerevisiae bekannt [Glick et al.,
2010]. In höheren Eukaryoten konnten Homologe dieser Gene gefunden werden [Klionsky et al.,
2003]. Da sich im Laufe der Evolution einige Gene dupliziert haben, existieren in vielen Spezies
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mehrere paraloge Genkopien. Paraloga sind Gene, die durch Genduplikation entstanden sind und
meist unterschiedliche biologische Funktionen erfüllen [Koonin, 2005].
Um Missverständnisse bezüglich der Bezeichnung von Genen, die in der Autophagie beteiligt
sind, zu vermeiden, wurde eine einheitliche Nomenklatur für Gene und Proteine festgelegt [Klions-
ky et al., 2003]. Die Proteine werden mit dem gleichen Namen und der gleichen Nummer wie das
zugehörige Gen benannt.
Initiation der Autophagosomenbildung
Der Ort der Autophagosomenbildung ist bei Hefen die phagophore assembly site (PAS). In Säuger-
zellen können sich Autophagosomen dagegen an vielen Stellen der Zelle bilden [He and Klions-
ky, 2009]. Die Phagophore verlängert sich unter Mitwirkung von Atg-Proteinen und wandelt sich
schließlich in ein Autophagosom um [Xie and Klionsky, 2007]. An der Initiation der Autophago-
somenbildung sind mindestens zwei Komplexe beteiligt, der ULK1/2-Atg13-FIP200-Komplex und



























Abbildung 1.2: Induktion der Autophagie. Die Inaktivierung von TOR ist ein starker Stimulus zur Auto-
phagie und führt zur Aktivierung des ULK1/2-Atg13-FIP200-Komplexes. Die Synthese von PI3P durch den
Beclin 1:Vps34 Komplex ist ebenfalls essentiell für die Initiation der Autophagosomenbildung. Omegasomen
(grün) sind PI3P-reiche Membranen, die sich am ER bilden. Aus ihnen formt sich die Phagophorenmembran,
die sich unter Mitwirkung des Atg12- und LC 3-Konjugationssystems in ein Autophagosom (rot) umwandelt.
Nach [Burman and Ktistakis, 2010]
Die Ausbildung der Phagophore nach Induktion der Autophagie wird von einem zentralen Kom-
plex initiiert, der bei Säugern die Proteine ULK1 und ULK2 (in der Hefe Atg1), Atg13 und FIP200
beeinhaltet. Zentraler Regulator dieses Komplexes ist target of rapamycin complex 1 (TORC1), der
unter nährstoffreichen Bedingungen an ULK1/2 bindet und diese sowie Atg13 phosphoryliert und
damit inaktiviert. Unter Hungerbedingungen dissoziiert inaktiviertes TORC1 von ULK1/2 und be-
wirkt hierdurch eine partielle Dephosphorylierung von ULK1/2. Diese wiederum phosphorylieren
FIP200 und es kommt zum Start der Autophagosomenbildung (Abbildung 1.3 auf Seite 5) [Esclati-
ne et al., 2009; Yang and Klionsky, 2010b]. Das Protein Atg101, das kürzlich entdeckt wurde (nicht
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Abbildung 1.3: Initiierung der Autophagie durch den ULK1/2-Atg13-FIP200-Komplex. Als zentraler
Regulator des Komplexes fungiert TORC1. Aus [Yang and Klionsky, 2010b]
gezeigt), scheint ebenfalls an dem Komplex beteiligt zu sein und eine entscheidende Rolle bei der
Autophagosomenbildung zu spielen [Hosokawa et al., 2009; Mercer et al., 2009].
Für die Rekrutierung der initialen Phagophorenmembran ist außerdem der Beclin 1:Vps34 Kom-
plex essentiell. Er beeinhaltet Vps34, eine Klasse III Phosphatidylinositol 3-Kinase, Beclin 1 (in
der Hefe Atg6), p150 und Atg14L (auch als Beclin 1-associated ATG key regulator (Barkor) be-
zeichnet). Vps34 phosphoryliert Phosphatidylinositol (PI), so dass Phoshatidylinositol 3-Phosphat
(PI3P oder auch als PtdIns3P abgekürzt) entsteht. PI3P spielt in der Hefe und in Säugerzellen eine
wichtige Rolle bei der Induktion der Autophagie und ist an der Autophagosomenbildung beteiligt
[Burman and Ktistakis, 2010; Mehrpour et al., 2010b]. Es wird vermutet, dass sich Autophagoso-
men innerhalb sogenannter Omegasomen bilden. Diese Omegasomen stehen in Kontakt mit dem
ER und scheinen reich an PI3P zu sein, das wahrscheinlich durch Vps34 gebildet wird [Axe et al.,
2008; Burman and Ktistakis, 2010]. Es existieren zahlreiche Regulatoren, die die Synthese von PI3P
steuern. Zu den Proteinen, welche die Synthese von PI3P fördern und dadurch Autophagie verstär-
ken, gehören unter anderem UV irradiation resistance-associated gene (UVRAG), Bax-interacting
factor 1 (Bif-1) und Ambra, während Proteine der Bcl-2 Familie und RUN domain and cysteine-
rich domain containing Beclin-1-interacting protein (Rubicon) Autophagie inhibieren [Burman and
Ktistakis, 2010; Glick et al., 2010]. Bcl-2 und andere antiapoptotische Proteine aus der Bcl-2 Fami-
lie interagieren dabei direkt mit Beclin 1, indem sie an dessen BH3-Domäne binden und auf diese
Weise die autophagische Funktion von Beclin 1 hemmen [Funderburk et al., 2010].
Membranelongation
Nach Ausbildung der Phagophore kommt es zur Elongation der Phagophorenmembran und schließ-
lich zum Schluß des Autophagosoms. Es konnten zwei Proteine identifiziert werden, die eine zen-
trale Rolle für die Verlängerung und den Schluß der Membran spielen. Atg12 und LC3 sind Teil
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zweier „Ubiquitin-ähnlicher Konjugationssysteme“, die so benannt sind, da ihre Wirkungsweisen
dem Ubiquitinsystem sehr ähneln.
Ubiquitin ist ein Protein, das zur Namensgebung einer ganzen Gruppe von Proteinen beigetragen
hat. Als sogenannte ubiquitin-like proteins (Ubls) werden solche Proteine bezeichnet, die in ähnli-
cher Art und Weise wie Ubiquitin andere Proteine modifizieren können. Die am besten untersuchte
Aufgabe von Ubiquitin ist die Markierung von Proteinen für den Abbau durch das Proteasom. Dies
geschieht durch Anheftung von Ubiquitin-Molekülen in Form eines Poly-Ubiquitin-Schwanzes an
das abzubauende Protein; der Schwanz wird dann von spezifischen Rezeptoren des Proteasoms
erkannt, was zum Abbau des entsprechenden Proteins führt [Kerscher et al., 2006].
Eines der in der Autophagie wichtigen Ubls ist Atg12. Es wird auf ähnliche Weise wie Ubiquitin
auf eine Zielstruktur übertragen. Die Bindung von Atg12 an Atg5 wird durch Atg7 und Atg10
vermittelt [Mizushima et al., 1998]. Der Komplex aus Atg5 und Atg12 wird dann durch Atg16
stabilisiert und es bildet sich ein multimerer Komplex [Mizushima et al., 1999]. Dieser ist essentiell
für die Konjugationsreaktion von LC3 an Phosphatidylethanolamin (PE). LC3 (in der Hefe Atg8) ist
ein weiteres wichtiges Ubl. Es wird zunächst durch die Cystein-Protease Atg4 modifiziert [Kirisako
et al., 2000]. Die um eine Aminosäure verkürzte Form von LC3 (LC3-I) wird nun auf Atg7, dann
auf Atg3 und zum Schluß auf PE übertragen. Die an PE gebundene Form von LC3 wird auch als
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Abbildung 1.4: Elongation und Schluß der Phagophorenmembran durch „Ubiquitin-ähnliche Kon-
jugationssysteme“. Atg12 wird unter Mithilfe zwischengeschalteter Proteine auf Atg5 übertragen, LC3-I
wird über Zwischenschritte an Phosphatidylethanolamin (PE) gebunden. An PE gebundenes LC3-I wird als
LC3-II bezeichnet. Sowohl für die Modifikation von LC3 zu LC3-I als auch für das Recycling von LC3-II zu
LC3-I wird Atg4 benötigt. Modifiziert nach [Chen and Klionsky, 2011]
Die Atg12- und LC3-Konjugationssysteme sind essentiell für die Autophagie. Es konnte gezeigt
werden, dass ein Ausfall einer der Komponenten der beiden Konjugationssysteme die korrekte Au-
tophagosomenbildung verhindert [Xie and Klionsky, 2007]. Die primäre Aufgabe der Konjugati-
onssysteme liegt in der Elongation der Phagophorenmembran, während die initiale Ausbildung der
Phagophore von den Atg12- und LC3-Konjugationssystemen unabhängig verläuft.
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Der Atg12-Atg5-Atg16 Komplex befindet sich auf der äußeren Seite der autophagosomalen Dop-
pelmembran und dissoziiert von ihr kurz vor oder nach dem Schluss des Autophagosoms. Er wird
für die korrekte Lokalisierung von LC3 an die Membran benötigt und ist essentiell für die LC3-
Lipidierung [Geng and Klionsky, 2008; Mizushima et al., 2003]. LC3-II ist auf beiden Seiten der
Doppelmembran lokalisiert und bildet das Grundgerüst für die Membranverlängerung. Während
der Teil des LC3-II, der sich auf der Innenseite der Membran befindet, nach Schluß des Autopha-
gosoms dem lysosomalen System zugeführt und in Aminosäuren zerlegt wird, wird das LC3-II auf
der äußeren Seite durch Atg4 von PE abgespalten und steht somit für eine neue Reaktion im Zy-
tosol zur Verfügung [Geng and Klionsky, 2008; Kabeya et al., 2000; Kirisako et al., 2000]. Für
den Schluß des Autophagosoms ist die Dissoziation von LC3-II von der Membran wichtig, so dass
LC3 in jedem Zyklus der Autophagosomenbildung zunächst an die sich verlängernde Membran des
Phagophors rekrutiert wird, um dann wieder abgespalten zu werden. Desweiteren konnte gezeigt
werden, dass LC3 eine entscheidende Rolle in der Regulation der Autophagosomengröße spielt
[Xie et al., 2008].
Transmembranprotein Atg9
Atg9 ist ein Transmembranprotein, das eine wichtige Rolle für den autophagischen Membrantrans-
port spielt [Noda et al., 2000]. Untersuchungen in Atg9 Knockout Mäusen, die alle innerhalb eines
Tages nach Geburt starben, bestätigen die wichtige Funktion von Atg9 für autophagische Prozesse
in Säugerzellen [Saitoh et al., 2009]. Unter normalen Nährstoffbedingungen ist Atg9 am Trans-
Golgi Netzwerk und an peripheren Endosomen lokalisiert. Es wird vermutet, dass Atg9 unter ba-
salen Bedingungen zwischen diesen beiden Regionen pendelt. Ändert sich die Nährstofflage geht
dies mit einer Umverteilung von Atg9 einher. Unter Hungerbedingungen wird Atg9 nun vor allem
in peripheren Regionen gefunden, die mit Autophagosomenmarkern wie LC3-GFP kolokalisieren
[Young et al., 2006]. Es wird vermutet, dass Atg9 als Quelle für Lipide, die bei der Entstehung von
Autophagosomen benötigt werden, dient und es wird ihm eine Aufgabe als „Träger“ dieser Lipide
zugeschrieben [Webber and Tooze, 2010b; Yang and Klionsky, 2009]. In Säugerzellen, in denen
die Expression von Atg9 durch einen siRNA vermittelten Knockdown verringert wurde, konnte
ein Defekt der Autophagie in Form einer verminderten Lipidierung von LC3 und einem verringer-
ten Abbau langlebiger Proteine nachgewiesen werden [Young et al., 2006]. Möglicherweise spielt
Atg9 außerdem eine wichtige Rolle für die Initiation des Phagophors und zusammen mit LC3-II und
anderen Atg-Proteinen scheint es zu Fusionsprozessen beizutragen, die das Phagophor zum Auto-
phagosom verlängern [He et al., 2008]. Eine neue Studie geht davon aus, dass Atg9 möglicherweise
an der Regulation der Autophagosomengröße beteiligt sein könnte [Geng et al., 2008]. In der He-
fe konnten einige Bindungspartner von Atg9 identifiziert werden. Die vollständige Funktion bleibt
aber weiterhin unklar [Webber and Tooze, 2010b].
1.1.4 Atg5/Atg7-unabhängige, alternative Makroautophagie
Neben dem am häufigsten beschriebenen Weg der Makroautophagie wurde kürzlich von Nishi-
da und Kollegen ein alternativer Weg der Autophagie beschrieben, der unabhängig von den Atg-
Proteinen 5 und 7 verläuft. Mäusezellen mit einem Knockout der Gene Atg5 oder Atg7 waren ent-
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gegen der Vermutung dazu fähig, Autophagosomen zu bilden und Proteine Autophagie-vermittelt
abzubauen [Nishida et al., 2009]. Dies überraschte, da in vorherigen Studien gezeigt werden konn-
te, dass die beiden Gene essentiell für die Autophagie sind [Komatsu et al., 2005; Kuma et al.,
2004]. Im Gegensatz zu konventioneller Makroautophagie scheinen die Ubiquitin-ähnlichen Kon-
jugationssysteme sowie das Atg9-System während dieser alternativen Autophagie keine Rolle zu
spielen. Auch konnte gezeigt werden, dass alternative Makroautophagie induziert wird, ohne dass
LC3-II gebildet wird. Dagegen scheinen die Atg-Gene ULK1 und Beclin1 sowie Fip200 und Vps34
maßgeblich an alternativer Autophagie beteiligt zu sein [Nishida et al., 2009]. In Experimenten von
Nishida und Kollegen wurde alternative Autophagie unter anderem durch die Inkubation von MEFs
mit dem DNA-schädigenden Agens Etoposid oder durch Hungern induziert. Es wird vermutet, dass
konventionelle bzw. alternative Autophagie durch verschiedene Stimuli und abhängig vom Zelltyp
induziert werden könnten und potentiell unterschiedliche Funktionen übernehmen [Shimizu et al.,
2010]. Welche Bedeutung diesem neuen, als alternative Autophagie bezeichneten Weg zukommt,
ist derzeit noch unklar. Die Erkenntnisse, die in anderen Kapiteln dieser Arbeit zur Makroautopha-
gie dargestellt werden, beziehen sich auf die konventionelle Form der Autophagie. Nur wenn es
ausdrücklich beschrieben ist, beziehen sie sich auf den alternativen Weg.
1.1.5 Regulation der Autophagie
Zentraler Regulator der Autophagie ist die Serin/Threonin Protein Kinase mammalian target of ra-
pamycin (mTOR). Sie integriert Informationen zahlreicher Signaltransduktionswege und fungiert
als Inhibitor der Autophagie. Die Inaktivierung von TOR unter Hungerbedingungen und die damit
einhergehende Induktion von Autophagie ist ein von der Hefe bis zu Säugetieren konservierter Pro-
zess [Blommaart et al., 1995]. mTOR besteht aus zwei funktionellen Einheiten, mTor complex 1
und 2 (mTORC1 bzw. mTORC2). Während mTORC2 keine direkte Rolle in der Autophagieregu-
lation spielt, werden über mTORC1 Signale von Wachstumsfaktoren, Aminosäuren, Glukose und
Signale über den Energiestatus und andere Formen von Stress vermittelt [Ravikumar et al., 2010;
Sarbassov et al., 2005]. Bei guter Nährstofflage hemmt TORC1 den ULK1/ULK2-Atg13-FIP200
Komplex und damit die Autophagie. In Mangelsituationen wird diese Hemmung aufgehoben und
Autophagie induziert [Wang and Levine, 2010].
In Anwesenheit von anabolen Hormonen wie Insulin und anderen Wachstumsfaktoren wird die
Klasse I Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) durch den aktivierten Tyrosinkinase Rezeptor zur
Umwandlung von Phosphatidylinositol 4,5-Phosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol 3,4,5-Phosphat
(PIP3) stimuliert. PTEN fungiert hier als negativer Regulator, indem es die Umwandlung zu PIP3
inhibiert. Die vermehrte Synthese von PIP3 bewirkt über eine Aktivierung von Akt1 die Inhibierung
des tuberous sclerosis complex (TSC1/TSC2). Dieser heterodimere Komplex löst durch Stimulation
der GTPase Aktivität von Rheb die Umwandlung von Rheb-GTP zu Rheb-GDP aus, wobei Rheb-
GTP aktivierend und Rheb-GDP inhibierend auf TORC1 wirken. Die Anwesenheit von Wachs-
1Proto-Onkogen; Serin/Threonin Kinase, die auch Protein Kinase B (PKB) genannt wird; in Säugerzellen sind drei








































Abbildung 1.5: Regulation der Autophagie über den mTOR Signalweg. Darstellung verschiedener Si-
gnaltransduktionswege, die zur Regulation von mTOR und der Autophagie beitragen. Modifiziert nach
[Wang and Levine, 2010]
tumsfaktoren wirkt somit auf TORC1 aktivierend, auf die Autophagie wirkt sie inhibierend [Wang
and Levine, 2010].
Während der Entzug von Wachstumsfaktoren über den Klasse I PI3K-Signaltransduktionsweg
stimulierend auf die Autophagie wirkt, scheinen Aminosäuren über einen alternativen Signalweg
auf TORC1 zu wirken. Es hat sich herausgestellt, dass eine maximale TOR-Aktivierung vor allem
in Anwesenheit von verzweigtkettigen Aminosäuren wie Leucin erfolgt [Christie et al., 2002]. In
einer neueren Studie konnten die sogenannten Rag Proteine identifiziert werden, eine Gruppe von
vier kleinen GTPasen, die TORC1 in Abhängigkeit von Aminosäuren aktivieren [Kim et al., 2008;
Sancak et al., 2008]. Als weiteres AS-abhängiges Regulatorprotein konnte Vps34, eine Klasse III
Phoshatidylinositol 3-Kinase, identifiziert werden. In Abwesenheit von Aminosäuren fungiert sie
als TORC1-Aktivator [Byfield et al., 2005]. Es sind noch weitere Signalkaskaden bekannt, über die
der Aminosäure-Status einer Zelle Einfluss auf die Autophagieregulation nehmen kann. Als Bei-
spiel sei der Signalweg über eIF2α erwähnt, der bei niedrigen Aminosäurekonzentrationen durch
eine verminderte Beladung von tRNAs eingeleitet wird und zu Änderungen der Transkription führt
[Wang and Levine, 2010].
Neben Aminosäure-Mangel wirken noch andere Formen von Nährstoffmangel durch die Inhibi-
tion von TORC1 aktivierend auf die Autophagie. Ein zentraler Mechanismus um den Energiestatus
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der Zelle zu erfassen erfolgt über AMP-activated protein kinase (AMPK). Niedrige intrazelluläre
ATP-Konzentrationen lösen die Aktivierung von AMPK aus. Ein erhöhtes Verhältnis von AMP zu
ATP fördert die Bindung von AMP an die regulatorische Untereinheit von AMPK. Dies wiederum
ermöglicht die Phosphorylierung und Aktivierung der katalytischen Untereinheit von AMPK durch
LBK1. AMPK wiederum phosphoryliert mindestens zwei Proteine, um eine schnelle Suppression
der TORC1 Aktivität zu erreichen: den Tumorsuppressor TSC2 und Raptor, den Bindungspartner
von TORC1 [Burman and Ktistakis, 2010; Gwinn et al., 2008; Shaw, 2009]. Neue Studien zeigen,
dass AMPK zudem ein Bindungspartner von ULK1 ist. Demnach kann AMPK Autophagie direkt
über eine Phosphorylierung von ULK1 induzieren [Kim et al., 2011; Lee et al., 2010].
Ein Signalweg, der ebenfalls auf den TSC1/TSC2-Komplex wirkt und Autophagie induzieren
kann, läuft über den Ras/Raf-1/MEK/ERK1/2 Signalweg (nicht dargestellt in Abbildung 1.5 auf
Seite 9) [Pattingre et al., 2003]. Es ist bekannnt, dass Ras unterschiedliche Rollen in der Autopha-
gieregulation übernimmt. Während es über ERK1/2 stimulierend auf die Autophagie wirkt, kann es
über den Klasse I PI3K-Signaltransduktionsweg Autophagie inhibieren [Furuta et al., 2004].
p53 reguliert sowohl Autophagie, die durch Stress induziert ist, als auch basale Autophagie [Ba-
laburski et al., 2010]. Es konnte gezeigt werden, dass genotoxischer Stress sowie metabolischer
Stress zu einer Aktivierung von p53 führen. Unterliegt die Zelle metabolischem Stress, führt die
Aktivierung von AMPK zu einer Phosphorylierung von p53. Aktiviertes p53 leitet dann einen Zell-
zyklusarrest ein, der es der Zelle ermöglicht, Phasen von Nährstoffmangel zu überleben [Balaburski
et al., 2010; Feng et al., 2005; Jones et al., 2005]. Die Aktivierung von p53 durch genotoxischen
Stress führt über verschiedene Wege zu einer Inhibition von mTOR und folglich zu einer Induktion
der Autophagie. p53 transaktiviert Gene, die für Inhibitoren von mTOR kodieren wie z. B. TSC2
und PTEN. Daneben vermittelt p53 eine Aktivierung von AMPK, das wiederum den mTOR Inhi-
bitor TSC2 stimuliert und zu einer Inaktivierung von mTOR führt [Balaburski et al., 2010; Feng
et al., 2005; Maiuri et al., 2010]. Kürzlich konnten zudem die Proteine Sestrin1 und 2 identifiziert
werden, die ebenfalls die Aktivität von AMPK steigern [Budanov and Karin, 2008]. Ein weite-
rer Mechanismus wie p53 Autophagie induzieren kann, ist die Transaktivierung von Genen wie
z.B. damage-regulated autophagy modulator (DRAM). DRAM kodiert für ein lysosomales Pro-
tein, welches Makroautophagie induzieren kann, das aber ebenso für den durch p53 vermittelten
programmierten Zelltod essentiell ist [Crighton et al., 2006, 2007].
Analog zu PTEN, einer Lipidphosphatase, die die Aktivierung des Klasse I PI3K-Signaltrans-
duktionswegs negativ reguliert, indem sie die Umwandlung von PIP2 zu PIP3 hemmt, verhindert
Jumpy die durch Vps34 vermittelte Phosphorylierung von PI zu PI3P und wirkt damit inhibierend
auf die Autophagie. Die Balance zwischen Bildung von PI3P durch Vps34 und die Hydrolyse durch
Jumpy scheint den autophagischen Flux zu regulieren [Vergne and Deretic, 2010; Vergne et al.,
2009]. Der Beclin-1 Komplex ist Ziel der Regulation durch c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK-1) und
death-associated protein kinase (DAPK). Während Bcl-2 unter Bedingungen einer ausgeglichenen
Nährstofflage an Beclin 1 bindet und so dessen Autophagie-induzierende Wirkung unterbindet, be-
wirkt JNK-1 unter Hungerbedingungen die Phosphorylierung von Bcl-2. Phosphoryliertes Bcl-2
dissoziiert von Beclin-1 und es kommt zur Autophagieinduktion [Wei et al., 2008]. Eine Phospho-
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rylierung von Beclin 1 durch DAPK fördert ebenfalls die Dissoziation von Beclin 1 von Bcl-XL
und somit die Induktion von Autophagie [Zalckvar et al., 2009].
Neben den genannten Regulatoren der Autophagie sind noch zahlreiche weitere bekannt, von
denen einige auch mTOR-unabhängig wirken.
1.1.6 Klinische Bedeutung der Autophagie
Neben der klassischen Aufgabe der Autophagie als Überlebensmechanismus unter Hungerbedin-
gungen, erfüllt sie in Säugetierzellen vielfältige Funktionen. Sie erfüllt zahlreiche Gewebe-spezi-
fische Aufgaben und trägt zur Pathogenese einer Reihe menschlicher Erkrankungen oder zur Re-
aktion auf solche bei [Mijaljica et al., 2010]. In den letzten Jahren konnte für viele Erkrankungen
eine Verbindung zu Autophagie aufgedeckt werden, darunter für Karzinome, neurodegenerative
Erkrankungen, Myopathien, Leber- und Herzmuskelerkrankungen sowie für bakterielle und virale
Infektionen.
Zu den ersten Erkrankungen, für die ein Zusammenhang zur Autophagie hergestellt werden konn-
te, zählten verschiedene Karzinomarten. Während sowohl negative als auch positive Effekte der
Autophagie auf die Tumorgenese bekannt sind, geht man derzeit davon aus, dass die Funktion der
Autophagie als Tumorsuppressor überwiegt [Tschan and Simon, 2010]. Deletionen eines Allels des
Atg-Gens Beclin 1 können bei einem großen Teil der nicht hereditären Brust-, Ovarial- und Prosta-
takarzinome gefunden werden. In einem Mausmodell konnte bei Mäusen, die eine Deletion eines
der Allele des Gens Beclin 1 aufwiesen, eine erhöhte Tumorprädisposition nachgewiesen werden.
Die für Beclin 1 heterozygoten Mäuse entwickelten vermehrt Lymphome, sowie Karzinome der
Leber und der Lunge [Chen and Karantza-Wadsworth, 2009; Yue et al., 2003]. Auch für andere
Atg-Gene wie z.B. Atg4c konnten tumorsuppressive Effekte nachgewiesen werden [Mariño et al.,
2007] und für einige Tumorsuppressorgene wie death associated protein kinase (DAPK), p53 oder
PTEN konnte gezeigt werden, dass sie die Autophagie verstärken [Tschan and Simon, 2010].
Der Mechanismus, wie die Autophagie ihre Aufgabe als Tumorsuppressor erfüllt, konnte noch
nicht aufgeklärt werden. Es existieren mehrere Modelle, wie ein Defekt der Autophagie zur Tu-
morentstehung beitragen könnte. Die Autophagie ist an der Beseitigung beschädigter oder alter
Organellen beteiligt und ein Defekt führt zu einer Anhäufung funktionslos gewordener Mitochon-
drien. Damit verbunden kommt es zur Anhäufung von reactive oxygen species (ROS), die über eine
Erhöhung des oxidativen Stresses zu Schäden an der DNA führen können [Jin, 2006]. Darüber-
hinaus trägt die Autophagie zu einer Form von Zelltod bei, der als Typ II progammierter Zelltod
bezeichnet wird und unabhängig vom apoptotischen Zelltod verläuft. Auf diese Weise kann Auto-
phagie die Zellzahl in einem Gewebe mitregulieren [Mijaljica et al., 2010]. Auf der anderen Seite
kann Autophagie in fortgeschrittenen Tumorstadien das Überleben von Tumorzellen in einer Um-
gebung von Nährstoffmangel oder während einer Chemotherapie oder Bestrahlung sichern. Unter
diesen Umständen könnte es sinnvoll sein, eine antineoplastische Therapie mit Medikamenten zu
kombinieren, die Autophagie hemmen und nicht induzieren. Da die Rolle der Autophagie in der
Tumorgenese vom jeweiligen Typ des Tumors abhängt und davon, in welchem Stadium sich die
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Krankheit befindet, ist es für therapeutische Strategien von besonderem Interesse, die komplexe
Rolle der Autophagie besser zu verstehen [Tschan and Simon, 2010].
In post-mitotischen Zellen wie Neuronen ist der Umsatz von Proteinen und Organellen beson-
ders wichtig für die Zellhomöostase, was durch eine basale Autophagieaktivität erreicht zu werden
scheint. Ein Ausfall der Autophagie durch einen Knockout der Gene Atg5 oder Atg7 führt bei
Mäusen zu einer Akkumulation von aggregierten Proteinen in Neuronen und zu Neurodegeneration
[Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006]. Die Autophagie scheint somit für den Abbau von Prote-
inaggregaten wichtig zu sein. Es sind einige menschliche Krankheiten bekannt, die mit der Abla-
gerung fehlgefalteter Proteinaggregate in betroffenen Hirnregionen einhergehen. Zu ihnen gehören
der Morbus Parkinson (Akkumulation von α-Synuclein in Form sogenannter Lewy-Körperchen),
der Morbus Alzheimer (Ablagerungen von Vorstufen des β -Amyloids in Autophagosomen, die zu
groß für den proteasomalen Abbau sind) und der Morbus Huntington (Akkumulation von Hunting-
ton). Daneben werden auch Erkrankungen der Motorneuronen, wie die Amyotrophe Lateralskle-
rose, bei der es durch die Degeneration von Motorneuronen zur respiratorischen Insuffizienz und
zum Tod kommt, oder die Lafora Krankheit, eine autosomal rezessiv vererbte progressive myo-
klonale Epilepsie, in Zusammenhang mit einem Defekt der Autophagie gebracht [Menzies et al.,
2010]. Es gibt Hinweise dafür, dass Autophagie auch bei akuten neuronalen Schädigungen durch
hypoxisch-ischämische Ereignisse eine Rolle spielt, indem sie den neuronalen Zelltod fördert [Koi-
ke et al., 2008]. Außerdem konnte für lysosomale Speicherkrankheiten nachgewiesen werden, dass
ein Defekt der Morphogenese oder Funktion von Lysosomen eine Verschmelzung mit Autopha-
gosomen unmöglich macht und auf diese Weise der Abbau des im Autophagosom sequestrierten
zytoplasmatischen Materials verhindert wird [Kundu and Thompson, 2008]. Die meisten lysoso-
malen Speicherkrankheiten manifestieren sich über eine Myopathie oder Kardiomyopathie. Eines
der am besten untersuchten Beispiele ist die Danon Erkrankung (Danon’s Disease), die mit einer
massiven Anhäufung autophagischer Vakuolen in der Herz- und Skeletmuskulatur einhergeht, aber
auch der M. Pompe und die X-chromosomal-rezessive Form der myotubulären Myopathie zählen
zu den autophagischen, vakuolären Myopathien [Huang and Klionsky, 2007]. Ebenfalls eine mus-
kuläre Erkrankung, die mit Autophagie assoziiert ist, ist die sporadische Einschlußkörpermyositis
(sporadic inclusion body myositis). Sie ist die häufigste erworbene Skelettmuskelerkrankung bei
Patienten älter als 50 Jahre und ist durch eine intrazelluläre Akkumulation von Proteinaggregaten
wie β -Amyloid charakterisiert [Lünemann et al., 2007].
Desweiteren spielt die Autophagie eine wichtige Rolle für die Aufrechterhaltung einer norma-
len kardiovaskulären Funktion und Morphologie [Martinet et al., 2007]. In erwachsenen Mäusen
konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von Atg5 in Kardiomyozyten zur kardialen Hypertrophie,
linksventrikulären Dilatation und kontraktilen Dysfunktion führt [Nakai et al., 2007]. Die Rolle, die
die Autophagie in der Pathogenese von Herzerkrankungen spielt, sowie die Verbindung zwischen
Autophagie und Atherosklerose sind aber noch weitgehend unverstanden [De Meyer and Martinet,
2009].
In der Leber trägt die Autophagie zu einem Gleichgewicht des Nährstoff- und Energiestatus bei
und übernimmt wichtige Funktionen bei der Entfernung fehlgefalteter Proteine und gealterter Or-
ganellen. Eine Fehlfunktion kann zu Entzündung, Leberzirrhose oder hepatozellulärem Karzinom
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führen [Yin et al., 2008]. Darüberhinaus scheint die Autophagie wichtig für die Funktion und Struk-
tur der β -Zellen des Pankreas zu sein, so dass eine verminderte Autophagie zu geringerer Insulin-
produktion führen könnte [Mijaljica et al., 2010].
Es wird vermutet, dass Autophagie in Zellen der Lunge als Antwort auf eine Schädigung durch
unterschiedlichste Stressoren wie Oxidantien, Hypoxie, Entzündung, Ischämie, Luftverschmutzung
oder Zigarettenrauch aktiviert wird. In Lungen von Mäusen konnte nach chronischer Exposition mit
Zigarettenrauch eine erhöhte Rate an Autophagie festgestellt werden. Außerdem konnten in Lun-
gen von Patienten mit chronic obstructive pulmonary disease (COPD) erhöhte morphologische und
biochemische Marker für Autophagie nachgewiesen werden, was einen Zusammenhang zwischen
Autophagie und COPD vermuten lässt [Ryter et al., 2010].
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass Autophagie diverse Funktionen des Immunsystems
beeinflusst. Autophagie fungiert als wichtiger Abwehrmechanismus gegen bakterielle Pathogene.
Besonders wichtig scheint sie für die Abwehr von Bakterien zu sein, die eine intrazelluläre Nische
zum Überleben nutzen, indem sie sich in der Zelle replizieren und so der Abwehr des angebore-
nen Immunsystems (z. B. dem Komplementsystem) entgehen können [Kundu and Thompson, 2008;
Radtke and O’Riordan, 2006]. Die Sequestrierung intrazellulärer Pathogene während der Autopha-
gie ist aber nicht auf Bakterien und Parasiten beschränkt. In Versuchen mit dem Herpes simplex
Virus Typ I konnte die Rolle der Autophagie in der Viruseliminierung bestätigt werden. Es ist
zu erwähnen, dass einige Pathogene Mechanismen entwickelt haben, mit denen sie der immuno-
logischen Abwehr durch Autophagie entgehen können. Damit haben sie eine replikative Nische
entdeckt. Neben der Bedeutung für die angeborene Immunität unterstützt Autophagie auch die er-
worbene Immunantwort. Sie unterstützt sowohl die Präsentation von Antigenen durch MHC Klasse
II als auch durch MHC Klasse I Moleküle [Yang and Klionsky, 2010a]. Schließlich kann Autopha-
gie möglicherweise entzündliche und Autoimmunerkrankungen verhindern. Beispielsweise gibt es
Hinweise dafür, dass eine Fehlregulation der Autophagie zur Pathogenese des M. Crohn beitragen
könnte [Mizushima et al., 2008].
1.2 Transkriptionsfaktor Miz1
Myc-interacting zinc finger protein (Miz1) ist ein Transkriptionsfaktor, der in einem Yeast-two-
hybrid-screen als c-Myc bindendes Protein identifiziert wurde [Peukert et al., 1997]. Murines Miz1
besteht aus 794 Aminosäuren und weist eine 92%ige Homologie zu humanem Miz1 auf, das aus 803
Aminosäuren besteht [Kelly and Daniel, 2006; Peukert et al., 1997]. Miz1 gehört zur BTB/POZ-
Familie der Zinkfingerproteine [Peukert et al., 1997], deren Name auf eine am N-terminalen Ende
lokalisierten BTB/POZ-Domäne (Bric à brac, Tramtrack, Broad complex/Poxvirus and Zinc Fin-
ger) zurückzuführen ist. Diese konservierte POZ-Domäne, die in den meisten Proteinen aus 120 AS
besteht, konnte in Zinkfingerproteinen und in Poxvirus-Proteinen nachgewiesen werden. In den
meisten Proteinen vermittelt die POZ-Domäne Protein-Protein-Interaktionen [Bardwell and Treis-
man, 1994].
In Miz1 erfüllt die POZ-Domäne eine transkriptionelle Effektorfunktion, unter anderem indem
sie die Rekrutierung von Kofaktoren an die DNA vermittelt. Für die transkriptionelle Aktivierung
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von Zielgenen und Vermittlung der wachstumshemmenden Wirkung von Miz1 ist die POZ-Domäne
essentiell [Herold et al., 2002]. Zusätzlich wird auch bei Miz1 die Interaktion mit anderen Proteinen
über die POZ-Domäne ermöglicht. Es konnte gezeigt werden, dass die Homodimerisierung zweier
Miz1-Moleküle über die POZ-Domäne erfolgt. Auch die Bindung von Partnern, die keine POZ-
Domäne enthalten, wird auf diese Weise vermittelt [Stead et al., 2007; Stogios et al., 2010]. Stead
und Kollegen gehen von einem Modell aus, nach dem die Bildung von Homo- und Heterodimeren
über eine Interaktion der α-Helices erfolgt, während eine Tetramerisierung durch Assoziation der
β -Faltblätter eingeleitet wird [Stead et al., 2007]. Stogios und Kollegen dagegen postulieren, dass
Miz1 überwiegend als Dimer vorliegt und dass, falls eine Tetramerisierung der Miz1-Moleküle
erfolgt, diese Assoziation sehr schwach ausgeprägt ist [Stogios et al., 2010].
Die meisten BTB/POZ-Domäne Proteine sind im Zellkern lokalisiert [Bardwell and Treisman,
1994], Miz1 ist dagegen auch im Zytosol zu finden. In Abwesenheit von Myc akkumulieren sowohl
endogenes als auch transfizierte Formen von Miz1 im Zytosol [Peukert et al., 1997]. Zum Teil
liegt Miz1 im Zytosol an Mikrotubuli gebunden vor [Ziegelbauer et al., 2001, 2004]. Es besitzt
keine Kernlokalisationssequenz, so dass der Import in den Nucleus und damit die Regulation der
Konzentration von Miz1 im Nucleus durch andere kernlokalisierte Proteine wie p300 und c-Myc
vermittelt wird. Auch für diesen Prozess ist die POZ-Domäne essentiell [Peukert et al., 1997; Staller
et al., 2001]. Am C-terminalen Ende setzt sich Miz1 aus dreizehn Zinkfingern des Typs Cys-2-His-2
zusammen, die eine DNA-Bindung ermöglichen [Seoane et al., 2002].
N — POZ — C
ZF1-12 ZF13
Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des Transkriptionsfaktors Miz1. POZ: POZ-Domäne; ZF:
Zinkfingerdomäne
1.2.1 Funktion von Miz1
Miz1 kann Gene transkriptionell aktivieren und reprimieren. Die transkriptionelle Aktivierung er-
folgt, indem es über seine Zinkfinger an sogenannte Initiatorelemente (INR) der DNA, die als Start-
punkte der DNA-Transkription fungieren, bindet [Smale and Baltimore, 1989]. Hierbei wird p300
von Miz1 rekrutiert und wirkt als Koaktivator [Staller et al., 2001]. Zu den Genen, die direkt durch
Miz1 transkriptionell aktiviert werden, zählen p15Ink4b, p21Cip1 und Mad4 [Herold et al., 2002;
Kime and Wright, 2003; Seoane et al., 2002; Staller et al., 2001]. Durch die transkriptionelle Ak-
tivierung von wachstumshemmenden Genen übt Miz1 einen starken Einfluss auf die Regulation
der Zellproliferation aus. Es trägt essentiell zum Wachstumsarrest von Zellen bei, indem es Gene
aktiviert, die zum Zellzyklusarrest beitragen [Herold et al., 2002; Peukert et al., 1997; Staller et al.,
2001].
Ein Mechanismus, über den Miz1 Zellproliferation inhibiert, ist die Induktion der Transkription
des p15Ink4b Gens, das für einen cyclin-dependent kinase (Cdk) Inhibitor kodiert [Staller et al.,
2001]. Experimente mit Deletionsmutanten, die keine POZ-Domäne aufwiesen, zeigten, dass die
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POZ-Domäne für die transkriptionelle Aktivierung benötigt wird [Herold et al., 2002]. Miz1 bindet
an das Initiatorelement des p15Ink4b Promotors und kann in Kooperation mit den Proteinen Smad3
und 4, die an eine Region oberhalb des p15Ink4b Promotors binden, die Transkription starten [Seo-
ane et al., 2001]. Transforming growth factor-β (TGFβ ) fördert die Aktivierung des Promotors von
p15Ink4b. Zum Einen aktiviert es die Proteine Smad3 und 4 und zum anderen befreit es Miz1 aus
seiner hemmenden Bindung mit Myc, indem es die Expression von Myc reprimiert [Adhikary and
Eilers, 2005].
Desweiteren wird Miz1 für die transkriptionelle Aktivierung des Gens p21Cip1 benötigt [Herold
et al., 2002]. Das Gen kodiert für einen Cdk Inhibitor, der neben der Regulation des Zellzyklus
noch weitere Funktionen erfüllt z. B. bei der Apoptose, der transkriptionellen Regulation, der Zell-
migration und der Zelldifferenzierung [Besson et al., 2008]. Unter UV-Strahlung wird Miz1 aus
einer hemmenden Bindung mit topoisomerase II binding protein (TopBP1) gelöst und bindet an
den Promotor von p21Cip1. Zur Induktion der Transkription wird zusätzlich p53 benötigt [Herold
et al., 2002].
Miz1 übernimmt wichtige Funktionen in der Zelldifferenzierung, der Zelladhäsion sowie im Zell-
metabolismus [Bowen et al., 2002; Gebhardt et al., 2006, 2007; van de Wetering et al., 2002; Zie-
gelbauer et al., 2001]. Gebhardt et al. konnten zeigen, dass Miz1 im Stratum basale der Epidermis
von Mäusen stark exprimiert wird und dass zahlreiche Gene, die zur Zelladhäsion der Keratinozy-
ten beitragen, durch den Komplex aus Myc und Miz1 reguliert werden. Durch Versuche mit der
Myc Mutanten MycV394D, die nicht mehr an Miz1 bindet, aber die transaktivierenden Eigenschaf-
ten noch hat [Herold et al., 2002], konnte gezeigt werden, dass die Bindung von Myc an Miz1
für die Repression von p15Ink4b in primären murinen Keratinozyten wichtig ist. Nur in Zellen, die
Wildtyp-Myc und nicht in Zellen die MycV394D exprimierten, war eine verminderte Adhäsion und
vermehrte Proliferation der Keratinozyten zu beobachten. Myc reguliert somit die Keratinozyten-
Adhäsion durch eine Bindung an Miz1. Der Komplex aus Myc und Miz1 reguliert die Wirkung
von TGFβ auf Keratinozyten [Gebhardt et al., 2006]. Weiterhin konnte herausgefunden werden,
dass Miz1 eine Rolle für die Kontrolle von Proliferation und Differenzierung von Haarfollikeln
spielt [Gebhardt et al., 2007]. Die POZ-Domäne von Miz1 erfüllt außerdem eine wichtig Funkti-
on für die durch TGFβ gesteuerte Katagenphase des Haarzellzyklus. In älteren Mäusen, in denen
die POZ-Domäne von Miz1 ausgeschaltet war, konnte zudem eine verminderte Anzahl von Haaren
sowie eine veränderte Pigmentierung der Haut festgestellt werden [Gebhardt et al., 2007]. An kon-
stitutiven Miz1-Knockout Mäusen konnte gezeigt werden, dass Miz1 essentiell für die embryonale
Entwicklung ist. Miz1 wird während der embryonalen Entwicklung von Mäusen ubiquitär expri-
miert. Eine starke Apoptose ektodermaler Zellen führt bei homozygoten Miz1-Knockout Mäusen
am Tag 7,5 der Embryonalentwicklung zum Absterben der Mausembryonen [Adhikary et al., 2003].
1.2.2 Interaktionspartner von Miz1
In den letzten Jahren konnten einige Interaktionspartner von Miz1 identifiziert werden, die auf
unterschiedliche Weise mit Miz1 interagieren. Zu den Proteinen, die die Aktivität von Miz1 för-
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dern oder synergistisch wirken, zählen p300 sowie Smad3 und 4, während Myc, TopBP1, 14-3-3η,
BCL6, HCF-1, Zbtb4 und Gfi-1 Miz1 negativ regulieren (Quellen in der folgenden Auflistung).
c-Myc ist ein Protoonkogen und wirkt als zentraler Regulator der Zellproliferation und des Zell-
wachstums. Es ist mit der Entstehung zahlreicher Tumore assoziiert. Zusammen mit den ver-
wandten Genen n-Myc, l-Myc, s-Myc und b-Myc gehört es zurMycGenfamilie [Adhikary and
Eilers, 2005]. Es wurde als zelluläres Homolog des viralen Onkogens v-Myc entdeckt [Rous-
sel et al., 1979] und kodiert für das Protein Myc, das als Transkriptionsfaktor wirkt. Myc bin-
det als Teil eines heterodimeren Komplexes mit Max an CAC(A/G)TG Sequenzen der DNA,
sogenannte E-boxes, und bewirkt eine Aktivierung der Transkription [Adhikary and Eilers,
2005]. Zusätzlich kann Myc zur Repression von Genen beitragen, indem es - im Komplex mit
Max - über seine basische helix-loop-helix Domäne an Miz1 bindet. Auf diese Weise kann
Myc die Transaktivierung von Miz1 inhibieren und die wachstumshemmende Wirkung von
Miz1 aufheben [Peukert et al., 1997]. Myc besitzt somit mindestens zwei unterschiedliche
biochemische Eigenschaften - die Fähigkeit zur Aktivierung durch Max und die Fähigkeit
zur Repression durch Miz1 [Herold et al., 2002]. Peukert et al. konnten zeigen, dass für die
Inhibierung der Funktion von Miz1 durch Myc die Integrität der POZ-Domäne essentiell ist
[Peukert et al., 1997]. Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass für die transkriptionelle
Repression durch Myc die Bindung von Myc an Miz1 notwendig ist. Um dies zu beweisen,
wurden Mutanten von Myc generiert (MycV394D), die nicht mehr an Miz1, aber weiterhin
an Max binden können. MycV394D Mutanten waren unfähig Miz1-abhängige Transkription
zu hemmen, wohingegen die Fähigkeit E-Box-abhängige Genexpression zu induzieren nicht
beeinträchtigt war [Herold et al., 2002].
Eine charakteristische Eigenschaft von Zellen mit gestörter Myc Regulation ist ihre Unfä-
higkeit, auf anti-mitogene Signale zu reagieren. Die Ursache hierfür kann eine durch Myc
ausgelöste Repression der Transkription von Cdk-Inhibitoren sein [Herold et al., 2002]. Die
Gene p15Ink4b, p21Cip1 und der Myc-Antagonist Mad4, die für Proteine kodieren, die den
Zellzyklus inhibieren, werden durch eine Interaktion von Myc mit Miz1 reprimiert [Wan-
zel et al., 2003]. So verhindert Myc die Miz1-abhängige Transkription von p15Ink4b und
verhindert auf diese Weise einen durch TGFβ ausgelösten Arrest der Zellproliferation. Dies
geschieht unter anderem, indem Myc mit p300 um die Bindung an Miz1 konkurriert. Le-
diglich an p300 gebundenes Miz1 kann in Kooperation mit den Proteinen Smad3 und 4 an
das Initiatorelement des p15Ink4b Promotors binden und die Transkription des Cdk Inhibitors
p15INK4b starten. Auf der anderen Seite kann TGFβ die Inhibition durch Myc abschwächen,
da es die Expression von Myc reprimiert und auf diese Weise Miz1 aus seinem Komplex mit
Myc löst [Seoane et al., 2001; Staller et al., 2001]. Auf ähnliche Weise wie Myc die Wirkung
von TGF-β abschwächt, verhindert es auch die durch Miz1 vermittelte zelluläre Antwort auf
UV-Strahlung. Durch die Bestrahlung mit UV-Licht wird Miz1 aus der hemmenden Bindung
mit topoisomerase II binding protein (TopBP1) losgelöst und bewirkt in Zusammenarbeit mit
p53 die transkriptionelle Aktivierung von p21Cip1. Die Bindung von Myc an Miz1 verhindert
die Induktion von p21Cip1 und damit den durch UV-Strahlung ausgelösten Zellzyklusarrest
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[Herold et al., 2002; Seoane et al., 2002].
Während Miz1 an der Regulation der zellulären Antwort auf UV-Strahlung sowie auf anti-
mitogene Signale wie TGF-β beteiligt ist und als Antwort auf diese die Zellproliferation
inhibiert, bewirkt Myc eine Repression der von Miz1 aktivierten Gene. Miz1 spielt somit
eine Schlüsselrolle in der Umsetzung der transkriptionellen Repression von Myc. Es vermit-
telt die inhbierende Wirkung von Myc auf den durch unterschiedliche Faktoren ausgelösten
Zellzyklusarrest [Wanzel et al., 2003].
TopBP1 ist an der Antwort auf DNA-Schäden und an der DNA-Replikation beteiligt [Garcia et al.,
2005; Mäkiniemi et al., 2001]. Es verhindert die Transaktivierung von p15Ink4b und p21Cip1
durch die Interaktion mit der POZ-Domäne von Miz1. Durch UV-Strahlung wird die Verbin-
dung von Miz1 und TopBP1 gelöst [Herold et al., 2002]. Miz1 ermöglicht die Bindung von
TopBP1 an das Chromatin und verhindert dessen Abbau durch die Ubiquitin-Ligase HectH9
[Herold et al., 2008].
Smad3 und 4 Smad-Proteine wirken in der TGFβ Signalkaskade und werden direkt vom TGFβ
Rezeptor aktiviert. Durch TGFβ induzierte Smad-Proteine binden oberhalb des p15Ink4b
Promotors und bewirken die transkriptionelle Aktivierung, indem sie mit Miz1 interagieren
[Seoane et al., 2001].
Histonacetyltransferase p300 trägt als Koaktivator von Miz1 zur transkriptionellen Aktivierung
von p15Ink4b bei. Es ist an der Translokation von Miz1 in den Zellkern beteiligt [Staller et al.,
2001].
Nucleophosmin ist ein Koaktivator von Miz1 und fördert die Miz1-abhängige Transaktivierung
der Miz1-Zielgene. Miz1 und Nucleophosmin regulieren den p53-unabhängigen Zellzyklus-
arrest [Wanzel et al., 2008].
14-3-3η inhibiert die Funktion von Miz1, indem es mit dessen DNA-Bindungs-Domäne inter-
agiert. Miz1 wird von Akt an der Aminosäure Serin 428 phosphoryliert und kann in dieser
Form an 14-3-3η binden. Akt verstärkt somit die inhibitorischen Effekte von 14-3-3η auf
Miz1. Die Bindung von 14-3-3η an Miz1 verhindert die Interaktion von Miz1 mit einigen
seiner Zielgene, wodurch der Zellzyklusarrest überwunden werden kann und die Erholung
von Zellen nach DNA-Schäden gefördert wird. Der Komplex aus Miz1 und 14-3-3η wirkt als
transkriptioneller Repressor [Wanzel et al., 2005].
Bcl6 ist ein Protoonkogen, das für ein auf die Transkription inhibierend wirkendes Protein ko-
diert. Das Protein BCL6 bindet direkt an spezifische DNA-Sequenzen und supprimiert die
Transkription von Zielgenen. Zusätzlich kann es die Transkription von Genen kontrollieren,
die keine Bindungstelle für BCL6 aufweisen, indem es mit Miz1 interagiert. BCL6 kann z. B.
über Miz1 an den Promotor des Gens Cdkn1a binden und die Expression des Cdk Inhibitors
p21 hemmen [Phan et al., 2005].
HectH9 Die E3 Ubiquitin Ligase HectH9 kann Myc an seinem Carboxy-terminalen Ende ubiqui-
tinieren, wodurch die Rekrutierung des Koaktivators p300 gefördert und die Transaktivierung
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zahlreicher Zielgene von Myc induziert wird. Es wird vermutet, dass HectH9 auf diese Wei-
se zu einem Wechsel zwischen einer aktivierenden und reprimierenden Funktion von Myc
beiträgt. Miz1 kann über seine POZ-Domäne an HectH9 binden und die Ubiquitinierung von
Myc verhindern. Miz1 und Myc konkurrieren um die Bindung an HectH9 [Adhikary et al.,
2005].
SB Transposase Die Sleeping Beauty (SB) Transposase kann DNA Elemente versetzen. Sie in-
teragiert mit Miz1 und reprimiert die Genexpression von Cyclin D1. Vermindertes Cyclin D1
führt zu einer Verlängerung der G1-Phase des Zellzykus, was eine Transposition begünstigt.
Die Verlängerung der G1-Phase ist ebenfalls abhängig von der Interaktion mit Miz1 [Walisko
et al., 2006].
Human Host Cell Factor-1 (HCF-1) ist essentiell für die Zellzyklusprogression. Es interagiert
mit zwei getrennten Regionen auf dem Miz1 Protein, der N-terminalen POZ-Domäne und
einer C-terminal gelegenen Region. Es verhindert die Rekrutierung von p300 durch Miz1
und inhibiert so die transkriptionelle Aktivierung von p15Ink4b. HCF-1 scheint somit eine
gegensätzliche Rolle zu Miz1 in der Kontrolle des Zellzyklus zu übernehmen [Piluso et al.,
2002].
Zbtb4 ist ein POZ/BTB-Domäne Zinkfingerprotein und wirkt als transkriptioneller Repressor. Es
assoziiert mit einer Histondeacetylase und bewirkt zusammen mit Miz1 eine Repression von
p21Cip1. Auf diese Weise inhibiert Zbtb4 einen durch p53 induzierten Zellzyklusarrest. Die
Depletion von Zbtb4 führt in der Zellkultur zu einer Hemmung von Apoptose und Zunahme
von Zellzyklusarrest und langfristigem Überleben der Zellen als Antwort auf eine Aktivie-
rung durch p53 [Weber et al., 2008].
ARF (Alternate reading frame) siehe Kapitel 1.2.3
Gfi-1 Zinc-finger transcriptional repressor growth factor independence 1 (Gfi-1) fungiert als Onko-
protein und kooperiert mit c-Myc in der Genese von Lymphomen. Es kann die Transkription
von Genen reprimieren, indem es direkt an den Promotor seiner Zielgene bindet. Darüber-
hinaus existiert ein alternativer Weg, über den Gfi-1 Gene reprimieren kann, ohne direkt an
die DNA zu binden. Dies geschieht über eine Interaktion mit Miz1. Gfi-1 bindet zusammen
mit c-Myc an Miz1 und bildet einen aus drei Teilen bestehenden Komplex, der die Transak-
tivierung von Cdkn1a, das für das Protein p21CIP1 kodiert, und Cdkn2b, das für das Protein
p15INK4b kodiert, hemmen kann [Basu et al., 2009; Liu et al., 2010].
1.2.3 Interaktion von Miz1 mit ARF, p53 und Myc und der Einfluss auf die
Autophagie
p19ARF ist ein Tumorsuppressor, der vom alternierenden Leserahmen des Ink4a/Arf Lokus kodiert
wird. Gleichzeitig kodiert dieser Genlokus für den Zellzyklusinhibitor p16INK4a [Quelle et al.,
1995]. ARF steht für „Alternate Reading Frame“ und wird in Mäusezellen als p19ARF und in
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menschlichen Zellen als p14ARF bezeichnet. ARF inhibiert als Antwort auf hyperproliferative, on-
kogene Stimuli wie z. B. Myc oder Ras Zellwachstum, führt zur Zellalterung oder fördert Apopto-
se. Dies geschieht vor allem über eine Stabilisierung und Aktivierung von p53 [Miao et al., 2010].
p19ARF vermindert die Aktivität der Ubiquitin Ligase Mdm2, die einen hemmenden Einfluss auf
p53 ausübt. Auf diese Weise fördert p19ARF durch Stabilisierung von p53 Zellzyklusarrest und
Apoptose [Honda and Yasuda, 1999; Pomerantz et al., 1998].
Generell können zwei verschiedene Isoformen von ARF unterschieden werden. p19ARF ist die
lange Isoform von ARF und im Nukleolus lokalisiert. Der kurzen Isoform, short mitochondrial
ARF (smARF), fehlt die N-terminale Domäne. Sie ist vorwiegend im Mitochondrium zu finden
[Reef et al., 2006]. Es existieren verschiedene Theorien, auf welche Art und Weise ARF Auto-
phagie induzieren kann. Pimkina und Kollegen konnten zeigen, dass ARF mit dem Bcl2 Familien-
mitglied Bcl-xl interagieren und es an der Assoziation mit dem Beclin-1 Komplex hindern kann.
Auf diese Weise löst ARF Beclin-1 aus der hemmenden Bindung mit Bcl-xl und ermöglicht die
durch Beclin-1/Vps34 vermittelte Autophagie [Pimkina et al., 2009]. Abida und Kollegen postulie-
ren, dass sowohl ein p53-abhängiger wie auch ein p53-unabhängiger Weg existieren, auf dem die
lange Form von ARF Autophagie induzieren kann [Abida and Gu, 2008]. Reef und Kollegen kom-
men dagegen zu dem Schluss, dass ausschließlich die mitochondriale Isoform smARF in der Lage
ist, p53-unabhängig Autophagie zu induzieren. Das nukleolär lokalisierte p19ARF benötigt p53 für
die Autophagieinduktion, so dass unabhängig von p53 keine Autophagie durch p19ARF möglich ist
[Reef and Kimchi, 2008]. Zum Einen wirkt durch ARF vermittelte Autophagie zytotoxisch auf Tu-
morzellen, zum Anderen kann sie zum Überleben und zum Wachstum von Tumorzellen beitragen
[Pimkina and Murphy, 2009]. So konnte durch einen Knockdown von Arf in B-Lymphomzellen ein
vermindertes Tumorwachstum bei ebenfalls reduzierter Autophagie nachgewiesen werden [Hum-
bey et al., 2008]. Dies ist als Hinweis für die zytoprotektive Rolle von ARF und Autophagie zu
sehen. Den Tumorzellen wird in diesem Fall das Überleben ermöglicht. Bei vielen anderen Tu-
moren scheint die durch ARF vermittelte Autophagie hingegen keine zytoprotektive Wirkung zu
haben, wie in Sarkomzellen mit p53 Knockout gezeigt werden konnte [Balaburski et al., 2010]. In
diesen Zellen führte ein Knockdown von Arf zu einem verstärkten Tumorwachstum [Pimkina and
Murphy, 2009]. Generell ist die Rolle von ARF auf das Tumorwachstum komplex.
Unter physiologischen Bedingungen wird ARF nicht exprimiert [Zindy et al., 2003]. Wird seine
Expression dagegen durch onkogene Stimuli induziert, kann ARF einen Zellzyklusarrest in der G1
Phase auslösen oder Apoptose induzieren [Herkert et al., 2010; Kamijo et al., 1997]. Herkert und
Kollegen konnten zeigen, dass ARF im Komplex mit Myc und Miz1 einen entscheidenden Faktor
für die Einleitung der Apoptose darstellt [Herkert et al., 2010]. Die Funktion von Myc für die Ein-
leitung von Apoptose nach einer Induktion von p53 war bereits bekannt. Die Stimulation von p53
kann zum Einen einen Zellzyklusarrest bewirken oder aber Apoptose induzieren. Der zytostatische
Effekt von p53 wird dabei durch eine transkriptionelle Aktivierung des Cdk Inhibitors p21Cip1
in Kooperation mit Miz1 ausgelöst, wohingegen Apoptose durch die transkriptionelle Aktivierung
von Genen wie Puma und Pig3 vermittelt wird. Indem Myc die transkriptionelle Aktivierung von
p21Cip1 hemmt, trägt es wesentlich zur Initiation der Apoptose bei. Da es zu einer verminderten
Expression des Proteins p21CIP1 kommt, wird dessen inhibitorische Wirkung auf den Zellzyklus
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abgeschwächt. Die Expressionen der ebenfalls von p53 aktivierten Gene Puma und Pig3, die för-
dernd auf die Apoptose wirken, werden dagegen weiterhin induziert. Zudem wirkt Myc auf den
Apoptose-Signalweg stimulierend, indem es durch verminderte Expression von p21CIP1 den hem-
menden Einfluss dieses Proteins auf Schritte, die p53 und PUMA nachgeschaltet sind, abschwächt
[Seoane et al., 2002].
Herkert und Kollegen [Herkert et al., 2010] beschäftigten sich mit der Frage, welche Rolle ARF
bei der Entscheidung zwischen Zellarrest und Apoptose einnimmt. Sie konnten feststellen, dass in
p53 exprimierenden Zellen ein Arrest in der G1 Phase des Zellzyklus ausgelöst wird, wenn die Ex-
pression von ARF induziert wird. Dagegen konnte bei zusätzlicher Expression von Miz1 ein deut-
licher Anstieg der Apoptosemarker festgestellt werden. Bei weiterer Aufklärung des Mechanismus
konnte gezeigt werden, dass für die Initiation der Apoptose durch ARF der Myc-Miz1 Komplex
essentiell ist. Demnach erleichtert ARF die Bindung von Myc an Miz1 und verdrängt NPM, den
Koaktivator von Miz1, aus dessen Bindung mit Miz1. Als nächstes bewirkt ARF eine Sumoylierung
von Miz1, die allerdings nur stattfindet, wenn Miz1 in einem Komplex mit Myc vorliegt. Herkert
und Kollegen spekulieren, dass die Sumoylierung von Miz1 die Genrepression durch den Myc-Miz1
Komplex unterstützt. Das heißt, ARF fördert die transkriptionelle Repression durch den Myc-Miz1
Komplex. Die Gene, die durch diesen Komplex reprimiert werden, kodieren entweder für Proteine,
die an der Zelladhäsion beteiligt sind oder für Korezeptoren der Signaltransduktion. Dementspre-
chend konnte in Zellen, die Miz1 und ARF gleichzeitig exprimieren und in denen Miz1 und Myc
interagieren können, eine Aufhebung der Zelladhäsion beobachtet werden. Herkert und Kollegen
kommen zu dem Ergebnis, dass ARF die durch Myc-Miz1 vermittelte Repression von Genen der
Zelladhäsion unterstützt und auf diese Weise Apoptose induziert [Herkert et al., 2010]. Miao und
Kollegen präsentierten dagegen einen anderen noch umstrittenen Erklärungsansatz, um die proa-
poptotische Funktion von ARF zu erklären. Die durch p53 vermittelte Gentranskription von Puma
und Bax kann demnach von Miz1 gehemmt werden, indem Miz1 die DNA-Bindungsfähigkeit von
p53 inhibiert. ARF kann die von Miz1 ausgeübte Suppression auf p53 aufheben, indem es direkt
an Miz1 bindet, und kann somit die apoptotische Wirkung von Puma und Bax wiederherstellen.
p53 und ARF konkurrieren um die Bindung an Miz1, wobei Miz1 mit beiden Proteinen über seine
Zinkfingerdomäne interagiert [Miao et al., 2010].
1.3 Zielsetzung der Arbeit
In Vorarbeiten wurde herausgefunden, dass es Unterschiede bezüglich des lysosomal-autophagi-
schen Kompartiments zwischen Wildtyp- und Miz1 POZ-Domäne Knockout mouse embryonic fi-
broblasts (MEFs) auf morphologischer und auf Genexpressionsebene gibt. Diese konnten in nach
dem 3T3 Protokoll immortalisierten MEFs (3T3 MEFs) und zum Teil in mittels p19ARF shRNA
immortalisierten MEFs (MEFsARF) nachgewiesen werden.
Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des Transkriptionsfaktors Miz1 auf die Regulation des
Autophagieprozesses in Fibroblasten zu untersuchen. Es sollte gezeigt werden, ob Miz1 einen sicht-
baren Effekt auf die Autophagie ausübt und an welchen Teilschritten der Autophagie es beteiligt
ist. Hierfür sollten Genexpressionsmessungen sowie morphologische Untersuchungen in Wildtyp
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und in ∆POZ-Knockout Zellen, Zellen, bei denen die POZ-Domäne von Miz1 durch einen Knock-
out des N-terminalen Bereichs von Miz1 ausgeschaltet worden war, durchgeführt werden. Für die
Messungen standen embryonale Mausfibroblasten zur Verfügung, die auf unterschiedliche Weise
immortalisiert wurden. Wie bei den vorangegangenen Untersuchungen handelte es sich um 3T3
MEFs und MEFsARF.
Für den Vergleich der aus unterschiedlichen Zelllinien gewonnenen Ergebnisse, sollte in ei-
nem Substitutionsexperiment ein Expressionsvektor für humanes Miz1 auf ∆POZ-Knockout Zellen
übertragen werden. Um dies zu erreichen, wurde durch eine Infektion von ∆POZ-Knockout Zellen
mit einem pBABE-Miz1 Retrovirus die POZ-Domäne in die Zellen reintegriert. Um zu untersuchen,
ob die Substitution der POZ-Domäne Veränderungen der Autophagie bewirkt, sollten die Resulta-
te mit den in den Wildtyp- und ∆POZ-Knockout Zellen beobachteten Veränderungen verglichen
werden.
Bisherige Ergebnisse basierten auf semiquantitativen RT-PCRs und konnten bereits Unterschiede
in den Expressionen einiger Autophagie-assoziierter Gene in Wildtyp und ∆POZ-Knockout MEFs
zeigen. Diese Untersuchungen sollten mit einer quantitativen PCR-Methode reproduziert und auf
weitere Gene ausgedehnt werden. Hierfür sollten die Genexpressionen von 17 Autophagie-assozi-
ierten Genen und von Myc in einer qPCR untersucht werden. Der Einfluss des Transkriptionsfaktors
Miz1 auf die Genexpression während basaler oder stimulierter Autophagie sollte durch Untersu-
chungen in Wildtyp- und ∆POZ-Knockout Zellen vor und nach Stimulation mit EBSS analysiert
werden.
Die Ergebnisse sollten mit Hilfe einer zweiten Methode, dem RNase Protection Assay, verifiziert
werden. Dies ist ein Nukleotidhybridisierungsverfahren, mit dem die Expression von Genen unter-
sucht werden kann. Mit Hilfe spezifischer Sonden sollten RNA-Sequenzen elf Autophagie-relevan-
ter Gene, deren Expression bereits mittels qPCR untersucht worden war, detektiert und quantifiziert
werden.
Ein weiterer Teil der Arbeit bestand darin, morphologische Unterschiede zwischen ∆POZ- und
Wildtyp MEFs anhand elektronenmikroskopischer Untersuchungen herauszuarbeiten. Die Rolle
von Miz1 für die Morphologie autophagischer Prozesse sollte in ∆POZ-Knockout MEFs unter-
sucht werden, die entweder mit einem Leervektor oder einem Expressionsvektor für humanes Miz1
infiziert wurden. Um die Unterschiede während basaler Autophagie zu beleuchten, sollten die Zel-
len mit DMEM inkubiert werden, während die Änderungen im Zustand stimulierter Autophagie
durch eine Inkubation der Zellen mit EBSS ermittelt werden sollten.
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2.1 Material
2.1.1 Geräte
Zentrifugen Kühlzentrifuge 3K30 Sigma, Deisenhofen
Kühlzentrifuge Alegra™ X-22R Beckman, USA
Kühlzentrifuge J2-21 Beckman, USA
Kühlzentrifuge J6 Beckman, USA
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus, Düsseldorf
Mikroskope Phasenkontrastmikroskop Zeiss IM 35 Zeiss, Jena
Transmissionselektonenmikroskop EM 109 Zeiss, Jena
Photometer U-2000 Spectrophotometer Hitachi Colora, Lorch
qRT-PCR-Gerät Mx 3000P™ Stratagene, Heidelberg
Thermocycler Personal Cycler UNO-Thermoblock Biometra, Göttingen
Vortexer Vibrofix VF1 Electronic IKA, Staufen
Magnetrührer Typ Heidolph MR 2000 MAGV GmbH, Rabenau
Wasserbad Kochwasserbad Memmert, Rabenau-Londorf
Netzgeräte 2301 Macrodrive 1 Power Supply LKB Bromma, Schweden
2197 Power Supply LKB Bromma, Schweden
Power Pack P25 Biometra, Göttingen
Blotkammer SDE-Elektoblotting System Peqlab, Erlangen
Inkubatoren CO2-begasbarer Brutschrank für Zellkultur Integra, Fernwald
Brutschrank für Bakterienkultur Memmert, Rabenau-Londorf
Schüttelinkubator für Bakterienkultur New Brunswick Scientific, USA
Autoklaven GTA 50 Gössner, Hamburg
Laborautoklav GLA 40-1 Gössner, Hamburg
Sterilbank NuAire DH Alphaflow Integra, Fernwald




Kamera Digitalkamera COOLPIX 5000 Nikon, Düsseldorf
Mikrowelle 800 Watt Privileg
Tabelle 2.1: Häufig verwendete Geräte
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2.1.2 Plastik- und Glaswaren
Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Plastikwaren von den Firmen Greiner (Frickenhausen),
Nunc (USA), Sarstedt (Nümbrecht) und Falcon-BD Biosciences (Heidelberg) bezogen. 0,2–2 ml
Reaktionsgefäße stammten von der Firma Eppendorf (Hamburg). In der Zellkultur verwendete
Glaswaren wurden vor Gebrauch 4 Stunden bei 180°C hitzesterilisiert.
Gewebekulturschalen 55 cm2 Greiner, Frickenhausen
Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht
Glaspipetten Pasteurpipetten, 1 ml, 2ml, 5 ml, 10 ml Hirschmann Laborgeräte
Sterilfilter 0,22 µm Porengröße Schleicher und Schüll, Dassel
Tabelle 2.2: Plastik und Glaswaren in der Zellkultur
2.1.3 Häufig verwendete Puffer und Lösungen
Alle Lösungen wurden mit deionisiertem Wasser (a.d.) angesetzt. Das Wasser wurde über die
Reinstwasseranlage Clear (Millipore) aufbereitet. Für die Zellkultur oder das Arbeiten mit RNA
wurde pyrogenfreies Wasser (aqua ad iniectabilia, a.a.i.) bzw. RNase/DNase-freies Wasser verwen-
det.
PBS (phosphate buffered saline)
pH 7,4
140 mM NaCl (Roth, Karlsruhe)
2,7 mM KCl (Merck, Darmstadt)
10,2 mM Na2HPO4 (Merck, Darmstadt)
1,1 mM KH2PO4 (Merck, Darmstadt)
PBS, das nicht für die Zellkultur verwendet wurde, wurde in einer 10fach konzentrierten Stocklösung
angesetzt.
EDTA-Stocklösung (0,5 M) 37,22 g EDTA (Roth, Karlsruhe) mit 180ml a.d. versetzen. pH-Wert
schrittweise mit 5 M NaOH auf 8,0 einstellen, bis sich das Salz
vollständig gelöst hat. Volumen auf 200 ml mit a.d. auffüllen.
TE (Tris-EDTA) pH 7 oder 8 10 mM Tris Base (Roth, Karlsruhe)
1 mM EDTA (Roth, Karlsruhe)
TNN-Puffer 50 mM Tris-HCl; pH 7,5 (Roth, Karlsruhe)
120 mM NaCl (zum Teil auch 200 mM)
5 mM EDTA (Roth, Karlsruhe)
0,5 % (v/v) NP-40 (Applichem, Darmstadt)
10 mM Na4P2O7
2 mM Na3VO4
100 mM NaF (Fluka, Neu-Ulm)
. . . Fortsetzung
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Fortsetzung . . .
4 x SDS Probenpuffer 200 mM Tris Base (Roth, Karlsruhe)
400 mM Dithiothreitol (DTT) (Roth, Karlsruhe)
8 % Natriumdodecylsulfat (w/v) (Serva, Heidelberg)
0,4 % Bromphenolblau (w/v) (Aldrich, Deisenhofen)
40 % Glycerol (v/v) (Merck, Darmstadt)
Semi dry Blotpuffer 48 mM Tris (Roth, Karlsruhe)
39 mM Glycin (Roth, Karlsruhe)
0,04 % Natriumdodecylsulfat (w/v) (Serva, Heidelberg)
20 % Methanol (v/v) (Riedel, Niederlande)
10 x TBS (Tris buffered saline)
pH 7,4
0,5 M Tris Base (Roth, Karlsruhe)
1,5 M NaCl (Roth, Karlsruhe)
TBST TBS mit 0,1% Tween 20 (v/v) (Merck-Suchardt, Hohenbraun)
TBSTB TBST mit 5% Magermilchpulver (w/v) (Applichem, Darmstadt)
10 x Lämmli-Laufpuffer 250 mM Tris Base (Roth, Karlsruhe)
1,9 M Glycin (Roth, Karlsruhe)
1 % Natriumdodecylsulfat (w/v) (Serva, Heidelberg)
Tabelle 2.3: Häufig verwendete Puffer und Lösungen
2.1.4 Software und Internet Seiten
TeX Live 2007 http://www.tug.org/texlive/ (Open Source)
Texmaker, Version 1.9.2 http://www.xm1math.net/texmaker/ (Open Source)
OpenOffice.org, Version 3.1 http://de.openoffice.org/ (Open Source)
Microsoft Office Microsoft Deutschland GmbH
Inkscape, Version 0.47 http://www.inkscape.org (Open Source)
Gnuplot, Version 4.4 http://www.gnuplot.info (Open Source)
GIMP Image Editor, Version 2.6 http://www.gimp.org (Open Source)
Irfanview 4.28 http://www.irfanview.com (Open Source)
Adobe™ Photoshop Adobe Systems Inc., München
AnalySIS™ Soft Imaging System GmbH, Münster
ImageJ http://imagej.nih.gov/ij/index.html (Open Source)
Stratagene MxPro Stratagene, Heidelberg
PubMed http://www.ncbi.nih.gov/pubmed/
NCBI National Center for Biotechnology
Information
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/




Tabelle 2.4: Software und Internet Seiten
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2.1.5 Verwendete Antikörper
Erstantikörper
Bezeichnung Klonalität Spezies Herkunft Verdünnung Anwendung
Miz1(H-190) α-Maus polyklonal Kaninchen Santa Cruz 1:60 Immunpräzipitation
Miz1 (10E2) α-Maus monoklo-
nal




Bezeichnung Klonalität Spezies Herkunft Verdünnung Anwendung
α-Maus IgG-HRP polyklonal Ziege BioRad 1:7000 Westernblot
Tabelle 2.5: Verwendete Antikörper
2.1.6 Verwendete Zelllinien





Embryonale Mausfibroblasten, von Wildtyp und POZ-






Embryonale Mausfibroblasten, von Wildtyp und POZ-
Domäne Knockout Mäusen. Immortalisierung durch
Knockdown von p19ARF mittels shRNA.2
Wt MEFsARF
∆POZ MEFsARF
1 Immortalisierung nach dem 3T3-Protokoll [TODARO and GREEN, 1963]. Die Zellen wurden am Tag 12,5 der
Embryonalentwicklung präpariert und bei der ersten Passage 1:3 gesplittet. Nach 3 Tagen wurden 30000 Zellen in
einer 21 cm2 großen Zellkulturschale ausgesät und für 3 Tage in Kulturmedium kultiviert. Dieser Vorgang wurde
18mal wiederholt. (Barbara Herkert, IMT Würzburg)
2 Immortalisierung durch Knockdown von p19ARF mittels shRNA. Nach der 3. Passage wurde ein shRNA-kodierendes
Plasmid über eine stabile Transfektion in die Zellen eingebracht. Aus der in der Zelle exprimierten short hairpin
RNA entstand eine siRNA, die spezifisch an ein Exon der von p19ARF kodierten mRNA binden konnte. Durch
RNA-Interferenz wurde das kurze komplementäre RNA-Stück abgebaut und somit ein Knockdown des Tumorsup-
pressorgens p19ARF bewirkt [Mello and Conte, 2004]. Das Plasmid trug zusätzlich ein Resistenzgen für Puromycin,
um eine Selektion und somit eine stabile Transfektion zu ermöglichen. (Barbara Herkert, IMT Würzburg)
Tabelle 2.6: Verwendete Zelllinien
Die Immortalisierung nach dem 3T3-Protokoll beruht auf dem Selektionsprinzip, das heißt, dass
die Akquirierung von Mutationen Voraussetzung für das Überleben der Zellen ist. Dabei ist es
selbstverständlich möglich, dass diese Mutationen neben dem Effekt, dass sie die Zellen immorta-
lisieren, einen Einfluss auf den Phänotyp nehmen. So besteht die Möglichkeit, dass die Mutationen
einen Effekt auf den Prozess der Autophagie haben. Die in dieser Arbeit herausgestellten Unter-
schiede zwischen Wiltyp und ∆POZ 3T3 MEFs sind somit nicht mit Sicherheit auf das Fehlen der
POZ-Domäne zurückzuführen. Die Ergebnisse der durchgeführten Experimente sollten daher mit
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den Ergebnissen der über einen p19ARF Knockdown immortalisierten MEFs verglichen werden, da
anzunehmen ist, dass diese Zellen eine geringere Mutationsrate aufweisen.
2.1.7 Verwendete Plasmide
Die folgenden Plasmide wurden freundlicherweise von der AG Eilers, Biozentrum Würzburg, zur
Verfügung gestellt.
pB-⊘ pBABE PURO Leervektor ohne Gen Puromycin-Resistenz
pB-Miz1 pBABE PUROMiz1 Expressionsvektor für humanes Miz1 Puromycin-Resistenz
pB-GFP pBABE H2B-GFP Expressionsvektor für H2B-GFP ohne Puromycin-Resistenz
Tabelle 2.7: Plasmide, die über eine retrovirale Infektion in ∆POZ-Knockout Zellen eingebracht wurden
2.1.8 Reagenzien, Kits und sonstige Materialien
qPCR Core Kit for SYBR® Green I Eurogentec, Belgien
TA-Cloning® Kit Invitrogen, Darmstadt
Vektor pBluescript II Phagemid Stratagene, Heidelberg
NucleoSpin® Plasmid Kit Macherey-Nagel, Düren
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Kit Macherey-Nagel, Düren
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
MAXIscript® Kit Ambion, USA
Digoxigenin RNA Labeling Mix Roche, Mannheim
Tri® Reagent Sigma, Deisenhofen
RNase free DNase Kit Qiagen, Hilden
NucleoSpin® RNA II Kit Macherey-Nagel, Düren
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas, St. Leon-Rot
Nitrozellulosemembran Protran Schleicher und Schuell, Dassel
Filterpapiere 1,2mm Schleicher und Schuell, Dassel
ChemiLucent™ Western Blot Detection System Millipore, USA
Medical X-Ray Filme Fuji, Düsseldorf
Seqlab (Dienstleistung) Sequence Laboratories, Göttingen
Tabelle 2.8: Reagenzien und Kits
2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Kultivierung adhärenter Zellen
Alle verwendeten Lösungen wurden vor Beginn im 37°C-Wasserbad vorgewärmt. Das Passagieren
erfolgte unter sterilen Bedingungen. Die 55 cm2 großen Zellschalen wurden zunächst mit 10ml PBS
gewaschen. Durch Zugabe von 2 ml Trypsin/EDTA und Inkubation für 3–5 Minuten im Brutschrank
wurden die Zellen vom Untergrund gelöst. Durch auf- und abpipettieren wurde die Zellsuspension
homogen und konnte in Medium überführt werden. Je nach Wachstumsgeschwindigkeit wurden die
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PBS 0,01 M PBS-Mix in Pulverform. Die Lösung wird auto-
klaviert.
Sigma, Deisenhofen
Trypsin/EDTA 0,05 % Trypsin/ 0,02% EDTA Sigma, Deisenhofen
Medium 13,36 g/l Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
(DMEM) in Pulverform
Sigma, Deisenhofen
2 g/l Hepes (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-
Ethansulfonsäure)
Serva, Heidelberg
3,7 g/l NaHCO3 (Natriumhydrogencarbonat) Merck, Darmstadt
Zusätze für Zellkul-
turmedium
10% (v/ v) FCS (fötales Kälberserum) PAA, Österreich
1% N-Acetyl-N-Alanyl-L-Glutamin (200 mM) PAA, Österreich
0,6% (v/ v) Gentamycin (10 mg/ml) PAA, Österreich
für Selektion: 2 µg/ml Puromycin Sigma, Deisenhofen
Tabelle 2.9: Kultivierung adhärenter Zellen
Zellen in unterschiedlichen Verhältnissen gesplittet und in neuen Zellschalen ausgesät. Die Kulti-
vierung der Zellen erfolgte bei 37°C im Brutschrank unter wassergesättigter Atmosphäre und unter
5% CO2-Begasung.
2.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl
Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer bestimmt. Diese besteht aus ei-
nem speziellen Objektträger auf dessen Oberfläche ein bestimmtes Muster von Kleinquadraten ein-
graviert ist. Links und rechts von den Kleinquadraten befinden sich Erhebungen, auf die ein Deck-
glas aufgelegt werden kann. Dabei entsteht zwischen Objektträger und Deckglas ein definierter
Zwischenraum mit einem genau festgelegten Volumen.
Ein Tropfen der Zellsuspension wurde an den Rand des Deckgläschens gegeben und durch Ka-
pillarkräfte verteilte sich die Zellsuspension gleichmässig zwischen Deckglas und Objektträger.
Nun konnte die Zellzahl unter dem Phasenkontrastmikroskop ermittelt werden. Hierfür wurden die
Zellen in 16 diagonal verlaufenden Kleinquadraten ausgezählt, was einem Volumen von 200 nl ent-
spricht. Die Anzahl der gezählten Zellen multipliziert mit dem Faktor 5000 ergab die Anzahl der
Zellen pro Milliliter.
2.2.1.3 Stimulation zu Autophagie
EBSS Earl’s Balanced Salt Solution
enthält Natriumbikarbonat, keine Aminosäuren
Sigma, Deisenhofen
Um die Zellen zu Autophagie zu stimulieren, wurden sie für sechs Stunden mit dem nährstoffarmen
Medium EBSS inkubiert. Die 55 cm2 großen Zellschalen wurden zunächst einmal mit EBSS gewa-
schen und dann für 6 Stunden mit 10 ml EBSS inkubiert. Als Kontrolle wurden Zellen in gleicher
Weise für 6 Stunden mit DMEM inkubiert. Im Anschluss an die Hungerphase bzw. die Inkubation
mit Vollmedium konnte RNA aus den Zellen isoliert werden oder es konnten Gesamtzelllysate für
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die Proteinanalyse gewonnen werden. Für morphologische Untersuchungen mittels Elektronenmi-
kroskopie wurden die Zellen fixiert.
2.2.1.4 Retrovirale Infektion von ∆POZ 3T3 MEFs und MEFsARF
Bei den Ergebnissen, die in 3T3 MEFs und MEFsARF gewonnen wurden, muss berücksichtigt wer-
den, dass die verwendeten Wildtyp und ∆POZ-Knockout Zellen aus verschiedenen Zelllinien stam-
men. Bei der Passagierung der Zellen ist es daher möglich, dass die Zellen unterschiedliche Mutatio-
nen erwerben, die neben dem Vorhandensein oder dem Fehlen der POZ-Domäne ebenfalls Einfluß
auf den Phänotyp nehmen könnten. Um diese Unsicherheiten zu umgehen, sollten die Ergebnis-
se, die in Wildtyp und ∆POZ MEFs gewonnen wurden, anhand von Messungen innerhalb einer
Zelllinie verifiziert werden. Durch eine retrovirale Infektion mit pB-Miz1 wurden ∆POZ MEFs mit
humanem, nicht trunkiertem Miz1 substituiert. Die Genexpressionen bzw. Morphologie dieser Zel-
len wurden mit den Genexpressionen bzw. der Morphologie der mit einem Leervektor infizierten
∆POZ MEFs verglichen.
Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von DNA in eukaryontische Zellen. Eine Mög-
lichkeit DNA in Zellen einzubringen, ist die Infektion der Zelle mit einem Virus. Dabei wird das
DNA-Stück, das man in die Zelle einbringen will, zunächst in die virale DNA integriert und die
Zelle dann mit dem rekombinanten Virus infiziert. Die Infektion erfolgt über einen Rezeptor auf
der Oberfläche der Zelle, an den der Virus andockt. Die Hülle des Virus fusioniert mit der Mem-
bran der Zelle und das virale Genom wird in die Zelle freigesetzt. Handelt es sich um Retroviren,
wird das virale Genom in DNA umgeschrieben und in das Genom der Zelle integriert.
Die in dieser Arbeit für die retrovirale Infektion verwendeten pBABE-Viren wurden freundli-
cherweise von Mareike Müller, AG Elsässer zur Verfügung gestellt. Im Rahmen einer Diplomar-
beit hatte sie Plasmide der pBABE PURO Gruppe mittels Transfektion in Phoenixzellen, die als
packaging-Zelllinie dienten, eingebracht. Die in den Phoenixzellen synthetisierten Retroviren wur-
den dann für die Infektion und die Übertragung der Plasmide genutzt. Die Plasmide, die in ∆POZ-
Knockout Zellen eingebracht wurden, sind in Kapitel 2.1.7 auf Seite 26 dargestellt.
Es wurden sowohl ∆POZ-Knockout Zellen von 3T3 MEFs als auch ∆POZ-Knockout Zellen von
MEFsARF mit den vektortragenden Viren infiziert. Da die Viren der pBABE-Gruppe ein Resis-
tenzgen für Puromycin übertragen, konnte eine Selektion der infizierten 3T3 MEFs in Puromycin-
haltigem Medium (2 µg/ml) erfolgen. Eine Selektion der infizierten ∆POZ MEFsARF war nicht mög-
lich, da die Zellen bereits vor der retroviralen Infektion eine Puromycin-Resistenz aufwiesen. Bei
diesen Zellen erfolgte eine transiente Infektion. Um den Zeitpunkt der abgeschlossenen Selektion
der infizierten 3T3 MEFs zu bestimmen, wurden Zellen einer Zellschale mit pBABE H2B-GFP
(pB-GFP) infiziert, da dieser Vektor keine Resistenz für Puromycin vermittelte. Die Selektion war
abgeschlossen, wenn die Zellen in der pB-GFP Schale abgestorben waren.
Pro 55 cm2 Gewebekulturschale wurden ca. 500000 Zellen ausgesät und über Nacht bei 37°C
inkubiert. Nach 24 h erfolgte die Virusinfektion der Zellen. Hierfür wurde das Medium von den
Zellen abgesaugt und eine Mischung aus 5 µl Polybrene (4 µg/µl, Hexadimethrinbromid, Sigma, Dei-
senhofen) und 2 ml Medium auf die Zellen gegeben. Währenddessen wurden die Virusüberstände
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schnell in einem 37°C-warmen Wasserbad aufgetaut und dann jeweils 3 ml der Überstände auf die
Zellen pipettiert und verteilt. Nach einer Inkubation von 15 Stunden bei 37°C wurden 5ml Medium
auf jede Zellschale pipettiert und es folgte eine weitere Inkubation für ca. 30 Stunden bei 37°C. Je
nach Dichte der Zellen wurden die Zellen nun 1:2 oder 1:3 gesplittet. Die Zellschale pB-GFP wurde
zur Bestimmung der Infektionseffizienz beiseite gestellt (siehe Kapitel 2.2.1.5).
Sollte eine Selektion durchgeführt werden, wurde das Medium nun mit Puromycin versetzt (2 µg
Puromycin pro 1 ml Medium). Die Zellen wurden weiterhin bei 37°C inkubiert bis die nicht-
infizierten Zellen abgestorben und die infizierten Zellen ausreichend dicht gewachsen waren. Die
Absterberate konnte anhand der Zellschale pB-GFP kontrolliert werden, da diese Zellen keine
Puromycin-Resistenz vermittelt bekommen hatten. Nach Absterben der Zellen dieser Zellschale
konnte davon ausgegangen werden, dass sich in den übrigen Gewebekulturschalen nur noch Zellen
befanden, die erfolgreich mit dem Virus infiziert worden waren und auf diese Weise ein Resis-
tenzgen erworben hatten. Die Zellen wurden nun so lange weiter kultiviert, bis ausreichend viele
konfluent bewachsene Zellschalen für die jeweiligen Experimente zur Verfügung standen.
2.2.1.5 Bestimmung der Infektionseffizienz
Um den Erfolg der Virusinfektion nachzuweisen bzw. um die Infektionsrate zu quantifizieren, wur-
de ein Teil der Zellen, anstelle mit pB-Miz1 und pB-⊘, mit pBABE H2B-GFP infiziert. Die In-
fektion und Inkubation der Zellen erfolgte analog der Infektion mit pB-Miz1 und pB-⊘ wie oben
beschrieben. Am dritten Tag wurde vor Zugabe des Selektionsmediums eine Schale der pB-GFP
Zellen fixiert und die Kerne gegengefärbt. Dazu erfolgte zunächst ein Waschschritt mit 10 ml PBS.
Dann wurden 4 ml 4%iges PFA (Paraformaldehyd) auf die Zellen pipettiert und für 20 Minuten bei
RT inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte mit 10 ml PBS, wobei das PBS jedesmal für
5 Minuten auf den Zellen belassen wurde. Nun wurden die Zellkerne mit dem Hoechst-Farbstoff
33258 angefärbt. Es wurden 3 ml der Hoechst-Lösung (1:1500 mit PBS verdünnt) auf die Zellen
getropft und für 10 Minuten im Dunkeln bei RT inkubiert. Zum Abschluß wurde erneut dreimal mit
je 10 ml PBS gewaschen, wobei die Zellen nach dem letzten Waschschritt in PBS belassen wurden.
Mit dem Fluoreszenzmikroskop wurden die Zellen mikroskopiert und zur Dokumentation 20 Fotos
gemacht. Zur Auswertung der Infektionseffizienz wurden die GFP-positiven Zellen ausgezählt und
in Beziehung gesetzt zur Gesamtzahl an gezählten Zellen. Die Infektionseffizienz wurde in Prozent
berechnet.
2.2.2 Elektronenmikroskopie
Von mit pB-⊘ und pB-Miz1 infizierten ∆POZ 3T3 MEFs wurden vor und nach Stimulation zur
Autophagie elektronenmikroskopische Bilder angefertigt.
Die Zellen wurden nach abgeschlossener Selektion und nach 6-stündiger Inkubation mit DMEM
bzw. EBSS zweimal mit 10 ml PBS gewaschen. Pro 55 cm2 Gewebekulturschale wurden nun 10 ml
Fixierlösung nach Ito und Karnovsky auf die Zellen pipettiert und für 30 Minuten inkubiert. Es
folgten mehrere Waschschritte mit 10 ml 0,1 M Cacodylatpuffer. Nach dem letzten Waschschritt
wurde der Cacodylatpuffer auf den Zellen belassen und die Zellen konnten so mehrere Tage bei
4°C gelagert werden.
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Cacodylatpuffer 0,1 M pH 7,35 21,4 g Na-Cacodylsäure (Serva) auf 1000ml a.d.
Fixierlösung pH 7,35 10 ml 25% Paraformaldehyd (Fluka)
10 ml 25% Glutaraldehyd (w/v in a.d., Serva)
80 ml 0,1M Cacodylatpuffer
0,05 g Pikrinsäure (Merck)
OsO4/Kaliumferrocyanat-Lösung 2% Osmiumtetroxid (w/v in H2O) (Roth)
3% Kaliumferrocyanat (w/v in H2O) (Merck)
vor Gebrauch 1:1 mischen
Maleatpuffer pH 5 0,2 M Maleinsäure in a.d.
Uranylacetat pH 5 0,3% (w/v) in 0,2 M Maleatpuffer
Epon Mischung A 62 ml Glycidether 100 (Serva)
100 ml 2-Dodecenylbernsteinsäureanhydrid (Serva)
Mischung B 100 ml Glycidether 100 (Serva)
89 ml Methylnadicanhydrid
Vor Gebrauch Mischung A und B vermischen, dann auf 10 ml
0,18 ml Dimethylaminomethylphenol zugeben und gut verrühren,
Luftblasen vermeiden
Tabelle 2.10: Reagenzien in der Elektronenmikroskopie
Die nachfolgenden Schritte wurden freundlicherweise von der elektonenmikroskopischen Abtei-
lung des Instituts durchgeführt. Die Zellen wurden zunächst für 1 Stunde bei 4°C in Osmiumte-
troxid / Kaliumferrocyanat-Lösung inkubiert. Dann folgten 3 Waschschritte mit Cacodylatpuffer,
wobei die Lösung jeweils für 10 Minuten auf den Zellen belassen wurde. Über Nacht erfolgte die
Kontrastierung der Proben in 0,3% Uranylacetat in 0,2 M Maleatpuffer. Am nächsten Tag wurde
zunächst dreimal mit Cacodylatpuffer gewaschen und dann die Entwässerung der Proben durch
eine aufsteigende Alkoholreihe (50%, 70%, 90%, 100%) und Propylenoxid durchgeführt. Hierfür
wurden die Proben jeweils zweimal für 10 Minuten in den Alkoholverdünnungen und zum Schluss
zweimal in Propylenoxid inkubiert. Zum Austausch des Propylenoxids durch das Kunstharz Epon
wurden die Proben in einer Mischung aus Propylenoxid und Epon in aufsteigender Konzentrati-
on inkubiert, um dann über Nacht in 1 ml reinem Epon eingebettet zu werden. Am nächsten Tag
wurde jede Probe in 3 Teile geteilt und jeweils 1/3 der Zellen in eine Gelatinekapsel überführt. Die
Kapseln wurden mit Epon aufgefüllt. Nach einer Aushärtung von 48 Stunden bei 60°C wurden
die Gelatinekapseln durch heißes Wasser abgelöst und die Eponblöckchen mit einer Rasierklinge
angespitzt. Die Ultradünnschnitte (Dicke 60–80 nm) wurden mit einem Diamantmesser auf einem
Ultramikrotom OM U2 (Reichert) angefertigt, auf Nickelnetze übertragen und mit Bleicitratlösung
kontrastiert [REYNOLDS, 1963]. Zur Auswertung der Proben diente das Elektronenmikroskop EM
109 (Zeiss).
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion (Kurzform PCR, für engl.: polymerase chain reaction) ist eine Me-
thode, mit der DNA-Abschnitte in vitro amplifiziert werden können. Typischerweise besteht sie aus
3 Schritten, einem Denaturierungs-, einem Annealing- und einem Elongationsschritt. Diese Schrit-
te werden zyklisch wiederholt. Während des Denaturierungsschrittes werden die Template-DNA-
Doppelstränge bei einer Temperatur von 94°C aufgeschmolzen. Es folgt die Anlagerung der Primer
an die nun einzelsträngig vorliegenden DNA-Matrizenstränge. Primer sind kurze DNA-Sequenzen,
die sich komplementär an die DNA-Matrizen anlagern und als Startpunkt für die DNA-Polymerase
dienen. Dieser Vorgang wird als Annealing bezeichnet. Die Temperatur, bei der sich die Primer an
die Matrize anlagern, liegt in der Regel zwischen 52°C und 62°C und richtet sich nach Art und Län-
ge der verwendeten Primer. Im dritten als Elongation bezeichneten Schritt werden die neuen DNA-
Stränge komplementär zur Matrize von der DNA-Polymerase synthetisiert. Als Ausgangspunkt für
die Synthese dienen die kurzen, doppelsträngigen DNA-Bereiche, die sich durch Anlagerung der
Primer an die Template-DNA gebildet haben. Die Synthese erfolgt dabei immer in 5’–3’-Richtung
und erfolgt bei der verwendeten Taq-Polymerase bei einer Temperatur von 72°C. Da die neu syn-
thetisierten Stränge im nächsten Zyklus ebenfalls als Matrize dienen, verläuft die Vervielfältigung
im Idealfall exponentiell.
PCR zur Synthese von Konstrukten
Um Sonden für den RNase Protection Assay herzustellen (Kapitel 2.2.3.8 auf Seite 47), wurden
11 Primerpaare ausgewählt, mit denen in einer Polymerasekettenreaktion DNA-Sequenzen von
Autophagie-assoziierten Genen amplifiziert wurden. Tabelle 2.11 auf Seite 32 zeigt eine Liste der
verwendeten Primer.
Zunächst wurde die PCR mit variablen Primerkonzentrationen und unterschiedlichen Annealing-
temperaturen durchgeführt um auszutesten, unter welchen Bedingungen die Effektivität der Synthe-
se am größten war. Die Primer wurden in TE-Puffer auf eine Konzentration von 10 pmol/µl verdünnt.
Es wurden zwischen 1,5 und 3,5 µl Primerlösung pro Reaktionsansatz (siehe unten) verwendet. Die
Reagenzien wurden auf Eis zusammenpipettiert und die Reaktion in einem Thermocycler gestartet.
Je nach Primervolumen wurden zwischen 26 und 30 µl Wasser (a.a.i.) eingesetzt, so dass der Ge-
samtansatz 50 µl betrug.
Der Reaktionsansatz sah wie folgt aus:
Template (cDNA, aus MEFs) 2 µl
Primer forward 1,5-3,5 µl Metabion, Martinsried
Primer reverse 1,5-3,5 µl Metabion, Martinsried
5x Puffer 10 µl Sigma, Deisenhofen
Taq 3 µl Sigma, Deisenhofen
dNTPs 10 mM 2 µl Sigma, Deisenhofen
H2O (a.a.i.) 26-30 µl
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Das PCR-Programm umfasste 6 Schritte:
Initiale Denaturierung 94°C 2 min




den 34 mal wieder-
holt.
Annealing 52–58°C 45 sec
Elongation 72°C 2 min
Abschließender Elongationsschritt 72°C 10 min
Pause 4°C
Das PCR-Produkt wurde in einem 2%igen TBE-Agarosegel neben einem DNA-Marker (TriDye™
2-Log DNA Ladder, NEB) aufgetrennt. Durch Vergleich der Banden mit dem Marker konnte die
Größe des Produktes bestimmt und so der Erfolg der PCR überprüft werden. Es wurde die Pri-
merkonzentration und die Annealingtemperatur ausgewählt, die die eindeutigste Bande bei der
Auftrennung im Agarosegel lieferten. Die PCR wurde dann unter diesen Bedingungen wiederholt
und sofort nach Ende der PCR wurden die frisch synthetisierten PCR-Produkte mit dem Vektor
pCR®2.1 ligiert. Zur Kontrolle wurde parallel ein Teil des PCR-Produktes erneut in einem 2%igen
















































Tabelle 2.11: Liste der verwendeten Primer für die herkömmliche PCR
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PCR zur Kontrolle der cDNA
Die durch eine reverse Transkription synthetisierte cDNA (Kapitel 2.2.3.12 auf Seite 51) wurde auf
ihre Funktionstüchtigkeit überprüft, indem sie als Template-DNA bei der Amplifikation von 18s
eingesetzt wurde. 18s rRNA ist eine nicht kodierende RNA, die eine Untereinheit der ribosomalen
RNA ist. Durch die PCR mit Primern für 18s wurde getestet, ob die cDNA Synthese erfolgreich
verlaufen war.
Der Reaktionsansatz sah wie folgt aus:
cDNA 1 µl
10x Probenpuffer 5 µl Sigma, Deisenhofen
dNTPs (10 mM) 1 µl Sigma, Deisenhofen
Primer-Mix (18s for, 18s rev) 4-10 pmol Endkonzentration 5 µl Metabion, Martinsried
Red Taq Polymerase 1,5 µl Sigma, Deisenhofen
H2O (a.a.i.) 36,5 µl
Das PCR-Programm umfasste sechs Schritte:
Initiale Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 45 sec


Diese Schritte wurden 14 mal
wiederholt.
Annealing 55°C 1 min
Elongation 72°C 1 min
Abschließender Elongationsschritt 72°C 10 min
Pause 4°C
Das PCR-Produkt wurde in einem 2%igen TBE-Agarosegel aufgetrennt.
2.2.3.2 Real time PCR (qPCR)
Die Methode der Real time PCR beruht auf dem Prinzip einer einfachen Polymerasekettenreak-
tion, mit dem Unterschied, dass bei der Real time PCR die Menge des synthetisierten Produkts
quantifiziert werden kann. Die Messung erfolgt über die Detektion des Fluoreszenzsignals eines
zugegebenen Farbstoffes, der sich in doppelsträngige DNA einlagert. Parallel zur Zunahme der
Template-Menge von Zyklus zu Zyklus, wird auch das Fluoreszenzsignal mit jedem Zyklus stärker.
Voraussetzung dafür, dass von der Signalstärke auf die Template-Menge rückgeschlossen werden
kann, ist, dass sich die PCR-Reaktion in der exponentiellen Phase befindet. Nur in dieser Phase wird
die doppelsträngige DNA annähernd verdoppelt. Nach jedem Zyklus wird die Fluoreszenzstärke ge-
messen und ermittelt, nach welchem Zyklus der DNA-Amplifikation sich das Signal deutlich vom
Hintergrund abhebt. Diese Zyklenanzahl wird Ct-Wert genannt und ist Grundlage für die anschlie-
ßenden Berechnungen. Zunächst wird von dem Ct-Wert des interessierenden Gens der Ct-Wert
eines Referenzgens abgezogen. Diese Normierung ist nötig, um Unterschiede in der eingesetzten
cDNA-Menge zweier zu vergleichender Proben auszugleichen. Als Referenz dienen Haushaltsgene
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wie z. B. β -Aktin, GAPDH oder 18s, die nicht wie das zu untersuchende Gen reguliert werden. In
dieser Arbeit wurde als Referenz β -Aktin verwendet. Durch Subtraktion des Ct-Wertes des Refe-
renzgens von dem Ct-Wert des interessierenden Gens lässt sich der ∆Ct-Wert berechnen.
∆Ct =CtZielgen−CtRe f erenzgen
Nach der Normierung kann man nun davon ausgehen, dass unterschiedlich hohe ∆Ct Werte auf
eine unterschiedlich starke Expression des jeweiligen Gens und nicht auf Schwankungen der abso-
luten cDNA-Menge zurückzuführen sind.
Es erfolgte eine relative Quantifizierung der Ergebnisse, d. h. dass keine absoluten Werte für das
Maß der Expression eines Gens ermittelt wurden. Vielmehr wurde die Expression eines Gens unter
verschiedenen Bedingungen verglichen. Die Expression eines Gens in Wildtypzellen wurde mit der
Expression desselben Gens in ∆POZ-Knockout Zellen verglichen bzw. die Expression eines Gens
nach Kultivierung mit DMEM mit der Expression dieses Gens nach Inkubation mit EBSS. Die
Expressionsunterschiede können durch Subtraktion der ∆Ct Werte berechnet werden.
∆∆Ct = ∆CtZielgen, Bedingung n−∆CtZielgen, Bedingung m
Auf diese Weise wurde die Expression in ∆POZ-Knockout Zellen auf die Expression in Wild-
typzellen bzw. wurde die Expression in mit EBSS inkubierten Zellen auf die Expression in mit
DMEM inkubierten Zellen bezogen. Die Berechnung der Fold Induction erfolgte auf Grundlage
der 2(-∆∆Ct) Quantifizierungsmethode [Livak and Schmittgen, 2001]. Die Fold Induction gibt den
n-fachen Expressionsunterschied eines Gens in Bezug auf die oben beschriebene Kontrollgruppe
an.
Fold Induction= 2(−∆∆Ct)
Dabei liegt die Annahme zugrunde, dass die Replikation ideal verläuft, das heißt, dass sich die
vorhandene DNA-Menge in jedem Zyklus verdoppelt. Dies ist in der obigen Formel durch die Basis
2 ausgedrückt und entsprechend bedeutet ein Unterschied von 1 in den ∆∆Ct Werten eine doppelt
oder halb so große DNA Menge. Ist die Annahme nicht zutreffend und die Replikation verläuft
nicht ideal, das heißt, der Wert der Basis ist kleiner als 2, bedeutet dies einen systematischen Fehler
bei der Berechnung der Fold Induction.
Die Primer wurden über die Universal Probe Library von Roche entworfen (siehe Kapitel 2.1.4
auf Seite 24). Beim Design der Primer wurde darauf geachtet, dass es sich um Intron-überspannende
Primer handelte, das heißt, dass das Primerpaar auf jeweils 2 verschiedenen Exons lag. Dies soll
gewährleisten, dass unspezifische Produkte, die auf einer Verunreinigung durch genomische DNA
beruhen, anhand der Schmelzkurven als zusätzliche unspezifische Amplifikate leicht erkannt wer-
den können. In Vorexperimenten wurde die optimale Konzentration der Primer für die qRT-PCR
ausgetestet. Sie lag je nach Primer zwischen 100 und 200 nM. Die Liste der verwendeten Primer
ist Tabelle 2.12 auf Seite 35 zu entnehmen. Bei den Konzentrationen, die in der Tabelle angege-
ben sind, handelt es sich um die Endkonzentrationen, die nach Zugabe aller Reagenzien im Ansatz
vorlagen.
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Tabelle 2.12: Liste der verwendeten Primer für die qPCR
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Für die in dieser Arbeit durchgeführten Messungen wurde das qPCR Core Kit for SYBR® Green I
von Eurogentec verwendet. Die Anwendung erfolgte nach Herstellerangaben. Die Reagenzien wur-
den wie angegeben verwendet und auf eine 96-well Platte übertragen. Die Konzentration der Primer
im Reaktionsansatz betrug 100 bzw. 200 nM (Tabelle 2.12 auf Seite 35). Es wurde stets eine Dop-
pelbestimmung von jeder Probe durchgeführt. Die Platten wurden vor Beginn der Messung mit
Folien verschweißt und die PCR-Reaktion in einem Mx 3000P™ Cycler (Stratagene, Heidelberg)
gestartet.
Primermix (for und rev, Endkonzentration 5 µl
im Ansatz 100–200 nM)
cDNA (1:5 - 1:15 verdünnt) 2,5 µl
10x Reaktionspuffer 2,5 µl
50 mM MgCl2 1,8 µl
5 mM dNTPs 1 µl
Hot Goldstar (Enzym) 0,125 µl












Die Auswertung der Daten erfolgte in einer Excel-Tabelle. Aus den Daten der Doppelbestim-
mungen der Ct-Werte wurden die Mittelwerte bestimmt. Da lediglich 2 Werte in die Berechnung der
Mittelwerte eingingen, wurde keine Standardabweichung angegeben. Anhand der 2(-∆∆Ct) Quantifi-
zierungsmethode wurden die Werte der Fold Induction ermittelt. Die Fold Induction der Wildtypzel-
len unter DMEM-Bedingungen wurde 1 gesetzt und die Genexpressionen in den Vergleichszellen
auf diesen Wert bezogen.
Die graphische Darstellung erfolgte in Balkendiagrammen. Es wurde eine logarithmische Skala
gewählt und der y-Achsen Ursprung auf 1 gesetzt. Entsprechend beginnen die abgebildeten Balken
bei 1, wobei Werte kleiner 1 nach unten abgetragen werden und Werte größer 1 nach oben zeigen.
Werte, die genau 1 betragen, werden nicht als Balken dargestellt.
Da es aus Zeitgründen im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich war, mehr als zwei biologische
Replika pro Gen zu messen, wurden Grenzwerte festgesetzt, anhand derer eine Einteilung der Gene
zu verschiedenen Gruppen vorgenommen wurde.
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Die Grenzwerte wurden anhand der ∆∆Ct Werte festgelegt. Hätte man die Grenzen anhand der
Fold Induction gewählt und zum Beispiel auf±0,5 festgesetzt, würde eine Änderung auf 0,5 halb so
viel PCR-Produkt entsprechen wohingegen die Änderung auf 1,5 eine Zunahme des PCR-Produktes
aber keine Verdoppelung bedeutet. Wählt man die Grenzen anhand der ∆∆Ct Werte spiegelt ein
Unterschied von ±1 tatsächlich eine Verdoppelung respektive Halbierung wider.
Die Grenzwerte wurden so festgelegt, dass eine Änderung des ∆∆Ct Wertes um 0,585 zum Über-
bzw. Unterschreiten der Schwelle führt. Das heißt die Grenzwerte der Fold Induction liegen bei
der 1,5fachen (obere Grenze; 1,5 = 20,585) und der 0,67fachen (untere Grenze; 0,67 = 2−0,585)
Genexpression bezogen auf die Genexpression der Vergleichszelle. Dabei wurde darauf geachtet,
die Schwelle möglichst hoch zu setzen, um die Wahrscheinlichkeit einer falschen Einteilung gering
zu halten. Diese wäre möglich, wenn die gemessenen Unterschiede nicht die wahre Genexpression
in der Zelle widerspiegeln, sondern durch ein technisch bedingtes Hintergrundrauschen zustande
kommen. Andererseits konnte die Schwelle nicht zu hoch gewählt werden, da dann für einige Gene,
die schon bei geringer Regulation starke Effekte haben können, irrtümlicherweise angenommen
worden wäre, dass eine Stimulation zu keiner Änderung der Genexpression führt, da die Werte
dieser Gene die Schwelle nicht überschritten hätten.
Da −∆∆Ct= log2(FoldInduction) gilt, können die Grenzwerte für verschiedene Werte der Fold
Induction über die Formeln
Oberer Grenzwert = 2(−∆∆Ct−0,585)
Unterer Grenzwert = 2(−∆∆Ct+0,585)
berechnet werden.
2.2.3.3 Ligation
Als Ligation bezeichnet man die Verknüpfung von zwei DNA-Stücken über ihre Enden. Katalysiert
wird diese Reaktion von dem Enzym Ligase unter Ausbildung von Phosphodiesterbindungen.
In dieser Arbeit wurden die mittels PCR neu synthetisierten DNA-Stücke mit dem Vektor pCR®2.1
(Invitrogen, Darmstadt) ligiert. Später erfolgte eine Umklonierung in den Vektor pBluescript II Pha-
gemid (Stratagene, Heidelberg).
Ligation mit pCR®2.1
Bei dem Vektor pCR®2.1 von Invitrogen handelt es sich um einen TA-Cloning® Vektor. TA-Cloning®
Vektoren zeichnen sich dadurch aus, dass die Verknüpfung von DNA-Stück und Vektor nicht über
spezifische Schnittstellen erfolgen muss, sondern dass sich die DNA-Stücke über eine Hybridisie-
rung der überstehenden komplementären Basen Thymin und Adenin verbinden können. Während
der PCR fügt die Taq-Polymerase an die 3’-Enden des synthetisierten DNA-Stücks die Base Ade-
nin hinzu. Der pCR®2.1 Vektor von Invitrogen enthält an den 5’-Enden eine überstehende Base
Thymin. Durch Hybridisierung der beiden Basen und in Anwesenheit des Enzyms Ligase erfolgt
die Klonierung des PCR-Produkts in den Vektor.
Der Vektor verleiht eine Ampicillin-Resistenz, wodurch Bakterien mit dieser Resistenz selek-
tioniert werden können. Desweiteren enthält er ein lacZ’-Gen, wodurch eine Blau-Weiß-Selektio-
nierung ermöglicht wird. Das lacZ’-Gen kodiert für ein Fragment der β -Galaktosidase, die in An-
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Abbildung 2.1: Methode des TA Cloning® (Invitrogen, Darmstadt)
wesenheit von X-Gal und IPTG den Klon blau färbt. Ist allerdings ein DNA-Fragment erfolgreich
in den Vektor kloniert worden, so ist das lacZ’-Gen unterbrochen, da die Klonierungsstelle inner-
halb des Gens liegt. In diesem Fall ist die Synthese der β -Galaktosidase blockiert und der Klon
bleibt weiß. Auf diese Weise können Klone, bei denen eine Klonierung erfolgreich verlaufen ist,
von solchen unterschieden werden, in die kein DNA-Fragment integriert wurde. Der Vektor und
AGT GAG TCG TAT TA C AAT TCA CTG GCC GTC GTT TTA C AA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT GTTA AGT GAC CGG CAG CAA AAT G TT GCA GCA CTG ACC CTT TTG
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA
Not I Xho I
PaeR7 I
Ava I


























GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC T
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG A
T A A GCC GAA TTC TGC




CAG GAA ACA GCT ATG AC C ATG ATT ACG CCA AGC T
GTC CTT TGT CGA TAC TG G TAC TAA TGC GGT TCG A
M13 Reverse Primer
lacZα ATG
TG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
AC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT
Kpn I Sac I Spe IBamH IHind III




LacZα gene:  bases 1-545
M13 Reverse priming site: bases 205-221
T7 promoter:  bases 362-381
M13 (-20) Forward priming site: bases 389-404
f1 origin:  bases 546-983
Kanamycin resistance ORF:  bases 1317-2111
Ampicillin resistance ORF:  bases 2129-2989
pUC origin:  bases 3134-3807
Abbildung 2.2: Vektorkarte von pCR®2.1 (Invitrogen, Darmstadt)
die Lösungen stammten aus dem TA Cloning® Kit (Invitrogen, Darmstadt) und wurden nach Her-
stellerangaben verwendet. Die Reagenzien wurden in der angegebenen Reihenfolge auf Eis in ein
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Steriles Wasser 5 µl
10x Ligationspuffer 1 µl
Vektor pCR®2.1 2 µl
Frisches PCR-Produkt 1 µl
T4 DNA Ligase 1 µl
0,5 ml Reaktionsgefäß zusammenpipettiert und über Nacht in einem Wasserbad bei 14°C inkubiert.
Am nächsten Tag erfolgte die Transformation in E. coli-Bakterien (Kapitel 2.2.3.4 auf Seite 40).















































































Abbildung 2.3: Vektorkarte von pBluescript II Phagemid (Stratagene, Heidelberg)
Die Ligation mit pBluescript II Phagemid (Stratagene, Heidelberg) erfolgte über Schnittstellen
von EcoRI. Das DNA-Fragment war im Vorfeld mit EcoRI aus dem Vektor pCR®2.1 herausge-
schnitten worden und der Bluescript-Vektor durch einen Verdau ebenfalls mit EcoRI linearisiert
worden (siehe Kapitel 2.2.3.6 auf Seite 44). Der Bluescript-Vektor besitzt genau wie der Vek-
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tor pCR®2.1 ein lacZ’-Gen, das eine Blau-Weiß-Selektionierung ermöglicht und überträgt eine
Ampicillin-Resistenz.
Der Reaktionsansatz sah wie folgt aus:
Steriles Wasser 2,5 µl
10x Ligationspuffer 1 µl NEB, Schwalbach
Vorbereiteter Bluescript Vektor 2 µl Stratagene, Heidelberg
Extrahiertes DNA-Fragment 5 µl
T4 DNA Ligase 1 µl NEB, Schwalbach
Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 10 µl. Über Nacht erfolgte eine Inkubation bei 16°C.
2.2.3.4 Transformation
Als Transformation bezeichnet man die Aufnahme von DNA in Bakterienzellen. Sie ermöglicht
eine Vervielfältigung der in die Bakterien eingegrachten DNA.
In dieser Arbeit wurden DNA-Stücke, die mit dem Vektor pCR®2.1 oder mit dem Vektor pBlue-
script ligiert worden waren, als Plasmide in E. coli-Bakterien eingebracht. Eine Selektionierung
der Bakterienklone bei denen die Transformation erfolgreich verlaufen war, erfolgte durch die Kul-
tivierung in Ampicillin-haltigem Medium bzw. auf Ampicillin-haltigen Agarplatten. Die Aufnah-
me des Plasmids vermittelte eine Resistenz gegen Ampicillin, so daß nur Bakterien, die das Plas-
mid aufgenommen hatten, überleben konnten. Eine weitere Auswahl wurde durch eine Blau-Weiß-
Selektionierung erreicht (Kapitel 2.2.3.3 auf Seite 37).
Bakterien RapidTrans™ TAM1 Competent E. coli (Active Motif, USA)
LB-Medium (Luria-Bertani-
Medium)
10 g Bacto-Trytone 1% (w/v) (Difco, USA)
5 g Hefeextrakt 0,5% (w/v) (Difco, USA)
10 g NaCl 1% (w/v) (Roth, Karlsruhe)
Bestandteile unter dem Abzug abgewogen. In 800 ml a.d. gelöst und pH-
Wert mit 5 M NaOH auf 7,0 eingestellt. Volumen auf 1 Liter aufgefüllt
und autoklaviert.
Ampicillin 50 mg/ml, (Boehringer)
auf eine Endkonzentration von 50 µg/ml verdünnt
LB-Agar-Platten (2% (w/v)) 20 g Bacto-Agar (Difco) wurden in 1 Liter LB-Medium gelöst und die
Mischung autoklaviert. Nach Abkühlen auf unter 50°C wurde unter der
Sterilbank 1 ml Ampicillin zugegeben und jeweils ca. 30ml der Lösung
in 55 cm2 Petrischalen (Greiner) gegossen, so dass der Boden bedeckt
war. Nach Abkühlen und Aushärten des Agars mit offenem Deckel unter
der Sterilbank wurden die Schalen bei geschlossenem Deckel und der
Agarseite nach oben in Folie verpackt bei 4°C gelagert.
IPTG 100 mM (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
X-Gal 40 mg/ml in DMSO (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Tabelle 2.13: Reagenzien für die Transformation
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1 µl Plasmid-DNA und 20 µl Bakterien wurden auf Eis in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß zusammen-
pipettiert und für 45 Minuten auf Eis inkubiert. In dieser Zeit konnte sich die Plasmid-DNA der
Bakterienmembran anlagern. Anschließend erfolgte eine Inkubation für genau 45 Sekunden in ei-
nem 42°C-warmen Wasserbad, während der die Plasmid-DNA die Bakterienmembran durchdringen
und in das Bakterium eindringen konnte. Die Proben wurden sofort danach wieder auf Eis gestellt.
Unter der Sterilbank wurden 180 µl LB-Medium auf die transformierten Bakterien pipettiert und
für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. In der Zwischenzeit wurden für eine Blau-Weiß-Selektionierung
je 50 µl X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl-ß-D-Galactopyranosid 8) und 50 µl 100 mM IPTG auf
LB-Agarplatten ausgestrichen und gewartet, bis die Lösungen eingezogen waren. Dann wurden je
100 µl der Bakterienlösungen auf den Agarplatten ausgestrichen. Die Agarplatten enthielten Ampi-
cillin, wodurch eine Selektionierung der Bakterien mit einer Resistenz gegen Ampicillin erfolgte.
Über Nacht wurden die Platten mit dem Deckel nach unten im 37°C-Wärmeschrank inkubiert.
2.2.3.5 Vermehrung und Isolierung von Plasmid-DNA
Nach Selektionierung der Bakterienklone, die das Plasmid mit DNA-Insert aufgenommen hatten,
sollten die Bakterien weiter angereichert werden, um eine Vervielfältigung der Plasmid-DNA zu
erreichen. Die auf diese Weise vermehrte DNA sollte dann in größerer Menge wieder aus dem Bak-
terium isoliert und zur weiteren Verwendung aufgereinigt werden (Mini- bzw. Maxi-Präparation).
Auswahl positiver Klone und Kultivierung in LB-Medium
Die auf der Agarplatte ausgestrichenen Bakterien waren über Nacht im Wärmeschrank zu Kolonien
herangewachsen, wobei es sich bei den Zellen in einer Kolonie um Klone handelte, d. h. um Zellen
mit dem gleichen genetischen Material. Neben weißen Kolonien, bei denen die Klonierung erfolg-
reich verlaufen war, waren auch blaue Kolonien auf den Platten nachzuweisen, die wahrscheinlich
nur den Vektor ohne das PCR-Produkt aufgenommen hatten (Blau-Weiß-Selektion). Nun wurde un-
ter der Sterilbank jeweils ein weißer Klon mit einer Pipettenspitze von der Agarplatte gepickt und
die Spitze in 2 ml LB-Medium, das vorher mit Ampicillin versetzt worden war (1 µl Ampicillin/ml
LB), überführt. Die 2 ml-Kulturen wurden über Nacht bei 37°C in einem Schüttler für Bakterien-
kulturen inkubiert.
Sollte im Anschluss eine Maxi-Präparation durchgeführt werden, wurde eine größere Menge
Plasmid-DNA benötigt. Hierfür wurden 100 µl der 2 ml-Kulturen in 200 ml LB-Medium mit Ampi-
cillin überimpft und über Nacht in einem Schüttler für Bakterienkulturen bei 37°C inkubiert.
Sollte die Bakteriensuspension für eine Mini-Präparation mittels des NucleoSpin® Plasmid Kits
von Macherey-Nagel verwendet werden, erfolgte ebenfalls zuerst eine weitere Animpfung, indem
100 µl der 2ml-Kulturen mit 4 ml LB, versetzt mit Ampicillin, über Nacht inkubiert wurden.
Mini-Präparation zur Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-DNA
Bei einer Mini-Präparation wird Plasmid-DNA aus Bakterienzellen isoliert und aufgereinigt. In
dieser Arbeit wurden Mini-Präparationen durchgeführt, um zu überprüfen, ob die nach der Trans-
formation gezüchteten Bakterienklone Plasmide mit dem gewünschten DNA-Insert aufgenommen
hatten. Die Plasmid-DNA wurde über eine Mini-Präparation mit Hilfe selbst angesetzter Lösungen
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isoliert und aufgereinigt und anschließend ein Restriktionsverdau durchgeführt. Wies das durch den
enzymatischen Verdau aus dem Vektor geschnittene Fragment die gewünschte Größe auf, wurde im
Anschluß erneut DNA aufgereinigt für eine Umklonierung in den Bluescript Vektor. Hierfür wurde
eine Mini-Präparation der Plasmid-DNA mit Hilfe des NucleoSpin® Plasmid Kits von Macherey-
Nagel durchgeführt, um eine größere Reinheit der DNA zu erreichen. Sollte DNA des Bluescript
Vektors mit Insert isoliert und aufgereinigt werden, um anschließend eine DNA-Sequenzierung
durchführen zu können, wurde die Mini-Präparation ebenfalls mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit
von Macherey-Nagel durchgeführt.
Durchführung der Mini-Präparation mittels selbst angesetzter Lösungen
Lysislösung 1% (w/v) SDS
0,2 M NaOH
Neutralisationslösung 11,5 ml (11,5% (v/v)) Essigsäure
60 ml 5 M Kaliumacetat
28,5 ml a.d.
Tabelle 2.14: Reagenzien für die Mini-Präparation
Unter der Sterilbank wurden 900 µl der 2 ml-Kulturen entnommen und in ein neues 1,5 ml Re-
aktionsgefäß überführt. Die Bakteriensuspension wurde für 5 Minuten bei 13000 x g und RT in
einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Vom Überstand wurden 600 µl abgenommen und verworfen.
Die Bakterien wurden in den restlichen 300 µl durch Vortexen resuspendiert. Als nächstes wurden
300 µl Lysis-Lösung zugegeben und die Zellen durch vorsichtiges Invertieren des Reaktionsgefäßes
lysiert. Dann wurden 300 µl Neutralistationslösung dazupipettiert und erneut vorsichtig invertiert.
Nach einer Zentrifugation von 5 Minuten bei 13000 x g und RT wurden 800 µl des Überstands in ein
neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Der Überstand enthielt die isolierten Plasmide in Lösung,
die durch Zugabe von 600 µl Isopropanol gefällt wurden. Nach einer sorgfältigen Durchmischung
durch Vortexen, erfolgte ein Zentrifugationsschritt von 15 Minuten bei 4°C und 13000 x g. Der
Überstand wurde verworfen und das DNA-Pellet einmal mit 500 µl kaltem 70%igem Ethanol ge-
waschen. Nach einer weiteren Zentrifugation von 5 Minuten bei 4°C und 13000 x g wurden alle
Alkoholreste entfernt und das Pellet für einige Minuten an der Luft getrocknet. Dann wurde es in
50 µl TE, versetzt mit RNase, aufgenommen. Die RNase (Stock = 10 mg/µl) wurde hierfür 1:100 in
TE-Puffer verdünnt.
Zur Kontrolle, ob das Plasmid ein DNA-Insert der erwarteten Größe enthielt, wurde im An-
schluß ein analytischer Verdau mit dem Enzym EcoRI durchgeführt und die DNA in einem TBE-
Agarosegel aufgetrennt.
Durchführung der Mini-Präparation mit Hilfe des NucleoSpin® Plasmid Kits von Macherey-Nagel
Sollte die Plasmid-DNA isoliert und aufgereinigt werden, um anschließend eine Umklonierung in
den Bluescript-Vektor durchzuführen oder um die DNA sequenzieren zu lassen, wurde die Mini-
Präparation mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit von Macherey-Nagel (Düren) durchgeführt. Die
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Anwendung erfolgte, soweit nicht anders angegeben, nach Herstellerangaben. Die Zentrifugationen
wurden alle bei RT und 11000 x g durchgeführt.
2 ml der E. coli-Bakterienkulturen wurden für 30 Sekunden in einer Tischzentrifuge zentrifu-
giert. Der Überstand wurde verworfen. Zur Lyse der Zellen wurden 250 µl Puffer A1 zugegeben
und das Zellpellet durch Vortexen resuspendiert. Nun wurden 250 µl Puffer A2 dazupipettiert und
nach 8-maligem Invertieren eine Inkubation bei RT für 5 Minuten angeschlossen. Nach Zugabe von
300 µl Puffer A3 wurde erneut 8 Mal invertiert und dann für 5 Minuten zentrifugiert. Der DNA-
haltige Überstand wurde auf eine NucleoSpin® Plasmid Säule geladen und durch Zentrifugieren
für 1 Minute an die Säule gebunden. Der Durchfluss wurde verworfen. Es folgten zwei Wasch-
schritte. Zunächst wurden 500 µl Puffer AW ohne vorherige Anwärmung auf die Säule pipettiert
und 1 Minute lang zentrifugiert, dann wurden 600 µl Puffer A4 zugegeben und erneut für 1 Minute
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Säule für weitere 2 Minuten zum Trocknen
zentrifugiert. Zum Auffangen der DNA wurde die Säule in ein sauberes 1,5 ml-Reaktionsgefäß ge-
steckt und die DNA durch Zugabe von 50 µl Puffer AE nach einer Inkubation von 1 Minute bei RT
durch 1-minütige Zentrifugation eluiert.
Die eluierte DNA wurde entweder, wenn es sich um den Vektor pCR®2.1 mit Insert handelte, zur
Umklonierung in den Bluescript-Vektor verwendet oder, wenn es sich um den Vektor pBluescript
mit Insert handelte, wurde sie verwendet, um das DNA-Fragment zu sequenzieren.
Maxi-Präparation
Um größere Mengen von sehr reiner Plasmid-DNA zu gewinnen, wurde eine Maxi-Präparation
der Plasmid-DNA durchgeführt. Hierfür wurde das NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Kit (Macherey-
Nagel, Düren) verwendet.
200 ml des mit einem Bakterienklon angeimpften LB-Mediums wurden zunächst in Zentrifuga-
tionsbecher überführt und für 10 Minuten bei 5000 x g und 5°C zentrifugiert. Der Überstand wurde
abgegossen und das Zellpellet in 12 ml RNase A haltigem Resuspensionspuffer durch auf- und abpi-
pettieren resuspendiert. Die Mischung wurde in ein 50 ml-Reaktionsgefäß überführt. Durch Zugabe
von 12 ml Lysispuffer und 5-maligem Invertieren des Reaktionsgefäßes wurden die Bakterienzellen
aufgeschlossen. Während der Ansatz für 5 Minuten bei RT inkubiert wurde, erfolgte die Beladung
der Filtersäule mit 25 ml Äquilibrierungspuffer. Zur Neutralisierung der Bakterienmischung wur-
den dann 12 ml Neutralisationspuffer zugegeben, 15-mal invertiert und das Zelllysat auf die Säule
geladen. Nachdem die Flüssigkeit vollständig durch die Säule gelaufen war, wurde der Filter zur
maximalen Plasmidausbeute mit 15ml Äquilibrationspuffer gewaschen. Nun wurde der Filter ent-
fernt und die Säule mit 25 ml Waschpuffer gewaschen. Es folgte der Elutionsschritt, bei dem die
Plasmid-DNA durch Zugabe von 15ml Elutionspuffer in einem neuen 50 ml-Reaktionsgefäß auf-
gefangen wurde. Zur Präzipitation der DNA wurden 10,5 ml Isopropanol zugegeben und kräftig
gevortext. Nach einer Inkubation von 2 Minuten bei RT wurde die Mischung 30 Minuten lang bei
mindestens 9000 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das DNA Pellet
einmal mit 5 ml 70%-igem Ethanol gewaschen. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation für 5 Minu-
ten bei mindestens 9000 g und 4°C. Der Ethanol wurde vollständig entfernt und das Pellet einige
Minuten an der Luft getrocknet. Dann wurde es in 200 µl TE-Puffer aufgenommen.
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2.2.3.6 Restriktionsverdau
Bei einem Restriktionsverdau wird DNA spezifisch durch sogenannte Restriktionsendonukleasen
geschnitten. Restriktionendonukleasen sind Enzyme, die ursprünglich erstmals in Bakterien ent-
deckt wurden, und die bestimmte Basenabfolgen in doppelsträngiger DNA erkennen und spalten
können. Beim Spalten dieser spezifischen DNA-Sequenzen entstehen sogenannte „glatte Enden“
(blunt ends), wenn die Schnittstellen am DNA-Doppelstrang genau gegenüber liegen, oder es ent-
stehen „klebrige Enden“ (sticky ends), wenn die Schnittstellen verschoben sind und überhängende
Einzelstränge entstehen.
Miniprep-DNA Maxiprep-DNA
DNA 10 µl 1 µg
Puffer 10 x 2 µl 2 µl
DTT (50mM) 10x 2 µl 2 µl
BSA (10 mg/ml) 10x 2 µl 2 µl
EcoRI (20000 units/ml) 1 µl 1 µl
H2O 3 µl auf 20 µl








DNA 5 µg 20 µg 10 µg
Puffer 10 x 10 µl 10 µl 10 µl
DTT (50mM) 10x 10 µl 10 µl 10 µl
BSA (10 mg/ml) 10x 10 µl 10 µl 10 µl
EcoRI (20000 units/ml) 2,5 µl 2,5 µl
HindIII oder SmaI (je 20000 units/ml) 4 µl
H2O auf 100 µl auf 100 µl auf 100 µl
Tabelle 2.16: Restriktionsverdau, präparativer Ansatz
In dieser Arbeit wurden analytische Restriktionsverdaus durchgeführt, um den Erfolg von Liga-
tionsreaktionen zu überprüfen. Durch Maxi- oder Minipräparationen isolierte Plasmid-DNA wurde
mit dem Enzym EcoRI verdaut und der Ansatz anschließend in einer Gelelektrophorese aufgetrennt.
Für einen analytischen Ansatz wurde 1 µg DNA eingesetzt, wenn die DNA durch Maxipräparation
gewonnen wurde und die Konzentration bekannt war. Stammte die DNA aus einer Minipräparation,
war die Konzentration nicht bekannt und es wurden 10 µl DNA verdaut. Der Gesamtansatz eines
analytischen Verdaus betrug 20 µl.
Präparative Verdaus wurden für die Umklonierung von DNA-Stücken aus dem Vektor pCR®2.1
in den Vektor pBluescript durchgeführt. Das DNA-Insert wurde mit EcoRI aus dem Vektor pCR®2.1
herausgeschnitten. In diesen Ansätzen wurden 5 µg DNA verdaut. Außerdem wurde der Bluescript
Vektor durch einen präparativen Verdau mit EcoRI linearisiert. Hierfür wurden 20 µg Vektor-DNA
eingesetzt. Das Gesamtvolumen beider Reaktionen betrug 100 µl.
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Für die Herstellung von Sonden für den RNase Protection Assay wurden ebenfalls präparative
Verdaus durchgeführt. Der Verdau erfolgte mit den Enzymen HindIII oder SmaI. Es wurden 10 µg
DNA aus Maxi-Präparationen von pBluescript eingesetzt.
Alle Lösungen wurden von der Firma NEB (Schwalbach) bezogen. Die Reagenzien wurden wie
in den Tabellen 2.15 und 2.16 auf Seite 44 zusammenpipettiert und dann kurz anzentrifugiert. Zu-
sätzlich wurde bei analytischen Verdaus für jede Probe eine Negativkontrolle ohne Enzym ange-
setzt.
Die Proben wurden bei analytischen Verdaus 1,5 Stunden inkubiert und anschließend in einer
Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt. Bei präparativen Verdaus erfolgte eine Inkubation für 6
Stunden bei 37°C.
„Cippen“ von DNA
Wurde ein präparativen Verdau dazu genutzt, den Bluescript-Vektor zu linearisieren, bestand die
Möglichkeit, dass sich der Vektor wieder mit sich selbst ligierte, da der Verdau mit nur einem
Enzym durchgeführt wurde. Die Religation des linearisierten Vektors wurde verhindert, indem die
überstehenden Phosphatreste am 5’-Ende des Vektors entfernt wurden. Diese Reaktion wird von
einer alkalischen Phosphatase, der calf intestinal phosphatase (CIP), katalysiert.
Nach Inkubation des präparativen Verdaus bei 37°C wurde die Reaktion durch 20-minütige
Hitzeinaktivierung bei 65°C abgestoppt. Es wurden 100 µl 50 mM Tris/HCl pH 8 und 1 µl CIP
(Calf Intestinal Phosphatase, 0,5 unit/µg Vektor, 10000 unit/ml, NEB) dazupipettiert und der Ansatz
wurde bei 37°C für 30 Minuten inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion wieder abgestoppt in-
dem 4 µl 0,5 M EDTA zugegeben wurden und der Ansatz in einem Wasserbad für 20 Minuten auf
65°C erhitzt wurde.
Der „gecippte“ Bluescript-Vektor wurde in einem 1%igen, die verdauten DNA-Fragmente in
einem 2%igen TBE-Agarosegel aufgetrennt. Die Banden, die dem Vektor bzw. dem DNA-Fragment
entsprachen, konnten anschließend mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten werden.
2.2.3.7 Agarosegel-Elektrophorese
Die Agarosegel-Elektrophorese dient der Auftrennung von Nukleinsäuren im elektrischen Feld.
Werden DNA-Proben auf ein Agarosegel aufgetragen und ein elektrisches Feld angelegt, wandert
die DNA in Richtung der Anode, da sie negativ geladene Phosphatgruppen trägt. Die Wanderungsei-
genschaften hängen von Größe und Struktur der DNA sowie von der Konzentration des Agarosegels
ab. Erkaltet Agarose, bildet sie ein dreidimensionales Netzwerk, dessen Porengröße von der Kon-
zentration des Agarosegels abhängt. Höher prozentige Gele bilden ein kleineres Maschenwerk und
eignen sich daher zur Auftrennung von kleineren DNA-Fragmenten, während niedriger konzen-
trierte Gele optimal sind, um Fragmente mit einer größeren Basenpaarlänge aufzutrennen. In einer
Standard Agarosegel-Elektrophorese können DNA-Fragmente zwischen 0,5 und 25 kb aufgetrennt
werden. Es werden Agarosegele mit Konzentrationen zwischen 0,5-4% verwendet. Je kleiner DNA-
Fragmente sind, desto schneller wandern sie durch das Netzwerk des Agarosegels. Sie können daher
der Größe nach aufgetrennt werden. Zur ungefähren Bestimmung der Größe in kb-Länge wird bei
jeder Elektrophorese auch ein Größenmarker aufgetragen. Durch Vergleich der Banden mit dem
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Marker kann die Länge des DNA-Fragments ungefähr abgelesen werden. Einen weiteren Einfluß
auf die Wanderungsgeschwindigkeit hat die Form, in der die DNA vorliegt bzw. ihr Stokesradi-
us. Lineare DNA wandert langsamer im Agarosegel als ringförmige DNA der gleichen bp-Länge
(z.B. Plasmide). Durch die Zugabe von Ethidiumbromid, das in die DNA- bzw. RNA-Moleküle
interkaliert, kann die DNA bzw. RNA bei Durchleuchtung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden.
Abbildung 2.4: TriDye™ 2-Log DNA Ladder (NEB, Schwalbach)
TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer) 90 mM Tris (Roth, Karlsruhe)
10 mM Borsäure (Fisher scientific, USA)
2 mM EDTA (Roth, Karlsruhe)
aus 5 x Stammlösung angesetzt
Ethidiumbromidlösung 10 mg/ml (Sigma, Deisenhofen)
6 x DNA-Auftragslösung 0,4 % Bromphenolblau (w/v) (Sigma, Deisenhofen)
0,4 % Xylencyanol (w/v) (Sigma, Deisenhofen)
50 % Glycerol (v/v) (Merck, Darmstadt)
Agarose Gibco, Karlsruhe
DNA-Größenstandard TriDye™ 2-Log DNA Ladder (NEB, Schwalbach)
Tabelle 2.17: Reagenzien für die Agarosegel-Elektrophorese
Es wurden 1,2 g Agarose für 1%ige bzw. 2,4 g Agarose für 2%ige Gele abgewogen und mit TBE-
Puffer auf 120 ml aufgefüllt. Das Gemisch wurde in einem Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle
mehrmals aufgekocht und das verdunstete Wasser durch Zugabe von Wasser bis zum Ausgangsge-
wicht wieder ersetzt. Nachdem die Agarose vollständig geschmolzen war, wurden 1,6 µl Ethidium-
bromidlösung (Endkonzentration 0,13 µg/ml) zugegeben und das Gel in den abgedichteten und mit
Proben-Kämmen ausgestatteten Gelträger gegossen. Nach Abkühlen und Erstarren des Gels wur-
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de der Probenkamm entfernt, der Gelträger in die Elektrophoresekammer gesetzt und die Kammer
mit TBE aufgefüllt, so dass das Gel vollständig bedeckt war. Die Proben wurden mit 6 x DNA-
Auftragslösung versetzt und in die Geltaschen gefüllt. Neben den Proben wurde ein Größenmarker
aufgetragen, mit dem später die Größe der Banden bestimmt werden konnte. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei 80 bis 120 V. Anschließend wurden von dem Gel unter UV-Beleuchtung
Fotos zur Dokumentation angefertigt.
Isolierung von DNA aus TBE-Agarosegelen
Für die Isolierung von DNA aus TBE-Agarosegelen wurde das QIAquick Gel Extraction Kit von
Qiagen verwendet.
Zunächst wurde die dreifache Menge Puffer QG zu den Gelproben gegeben. Die Mischung wurde
10 Minuten lang in einem Wasserbad auf 50°C erhitzt und alle 3–4 Minuten gevortext, wodurch
sich das Gel in dem Puffer löste. Für die Bindung der DNA an die QIAquick Membran war es
wichtig, dass der pH-Wert unter 7,5 betrug. Dies wurde anhand eines Farbcodes überprüft und
musste ggf. ausgeglichen werden. Nach Zugabe eines Gel-Volumens an Isopropanol und kräftigem
Vortexen, wurde die Mischung auf eine QIAquick Säule aufgetragen und für 1 Minute bei 13000 x g
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Säule mit 500 µl Puffer QG gewaschen.
Nach einer erneuten Zentrifugation von 1 Minute und 13000 x g wurde auch dieser Durchfluss
verworfen. Nun wurde die Säule mit 750 µl Puffer PE versetzt und nach einer Inkubation von ca.
5 Minuten bei RT 1 Minute lang bei 13000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und
der Zentrifugationsschritt wiederholt. Zur Elution der DNA wurden 30 µl TE-Puffer direkt auf die
Membran der Säule pipettiert, 5 Minuten inkubiert und dann 1 Minute bei 13000 x g zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde, nachdem er in einem sauberen 1,5ml-Reaktionsgefäß aufgefangen worden
war, noch einmal auf die Membran aufgetragen und ein zweites Mal zentrifugiert.
Zur Kontrolle des DNA-Fragments wurden 5 µl der Probe in einem TBE-Agarosegel aufgetrennt.
1 µl des linearisierten Vektors wurde zur Kontrolle ebenfalls auf ein TBE-Agarosegel aufgetragen.
Die DNA-Proben wurden entweder direkt für eine Ligationsreaktion mit dem Bluescript Vektor
eingesetzt oder bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
2.2.3.8 Synthese von Digoxigenin-markierten RNA-Sonden durch in vitro
Transkription für einen RNase Protection Assay
Der RNase Protection Assay ist ein Nucleotidhybridisierungsverfahren, mit dem bestimmte Nucleo-
tidsequenzen aus einem Gemisch aus RNA-Molekülen herausgefiltert werden können. Dieses Meß-
verfahren beruht darauf, dass sich zwei einzelsträngig vorliegende komplementäre RNA-Sequenzen
zu einem Doppelstrang verbinden können. Die Detektion der RNA erfolgt mit Hilfe von entspre-
chenden RNA-Sonden, die mit den gesuchten RNA-Sequenzen hybridisieren können und mit die-
sen doppelsträngige RNA-Abschnitte bilden. Es handelt sich bei den Sonden um einzelsträngige,
ca. 300 bp-große RNA-Nucleotidsequenzen, die mit Digoxigenin markiert und komplementär zum
gesuchten RNA-Abschnitt sind. Die markierte Sonde wird mit dem RNA-Gemisch unter Bedingun-
gen inkubiert, die eine Hybridisierung erleichtern. Nach der Hybridisierung werden die nicht mit
der Sonde hybridisierten, einzelsträngigen RNA-Abschnitte durch Zugabe des Enzyms Ribonuklea-
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se, das spezifisch nur einzelsträngige RNA spaltet, abgebaut. RNA-Abschnitte, die mit der Sonde
hybridisiert haben, sind vor dem Abbau durch Ribonuklease geschützt. Sie können in einem Po-
lyacrylamidgel aufgetrennt und über eine Fluoreszenzreaktion detektiert werden. Hierfür wird die
RNA-RNA-Hybride mit einem Antikörper inkubiert, der spezifisch an das Digoxigenin der Sonde
bindet und mit einem Fluoreszenzfarbstoff verknüpft ist.
Als Ausgangsmaterial für die Herstellung der RNA-Sonden diente die über eine Maxi-Präparation
gewonnene Plasmid-DNA des Vektors pBluescript mit DNA-Insert. Sie stellte die Matrize für
die in vitro Transkription der RNA-Polymerase dar. Die Transkription erfolgte mit Digoxigenin-
markierten Nukleotiden.
Restriktionsverdau mit HindIII oder SmaI
Die Plasmid-DNA wurde zunächst in einem präparativen Verdau linearisiert. Um sowohl sense als
auch antisense Sonden zu erhalten, wurde die Plasmid-DNA in einem Ansatz mit HindIII verdaut
und in einem anderen mit SmaI. Der Reaktionsansatz des Verdaus ist in Kapitel 2.2.3.6 auf Seite 44
dargestellt.
Reinigung und Fällung
Als nächstes folgte die Reinigung und Fällung der linearisierten DNA. Hierfür wurden die Proben
der linearisierten DNA mit Aqua dest. auf ein Volumen von 500 µl aufgefüllt und nach Zugabe von
500 µl Phenol stark gevortext. Nach einer Zentrifugation von 13000 x g für 5 Minuten bei RT wur-
de der wässrige Überstand (ca. 500 µl) abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt.
Es wurden 500 µl einer Mischung aus Phenol und Chloroform (1:1) zugegeben und nach starkem
Vortexen erneut bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der wässrige Überstand wurde wiederum
abgenommen. Als nächstes wurde der Überstand mit 500 µl Chloroform versetzt, gevortext und
wieder zentrifugiert. Es folgte die Fällung der DNA, indem der Überstand mit der 2,5fachen Men-
ge 100%igem Ethanol und 1/10 der Menge 3 M NaAcetat (pH 5,2) versetzt, durch Vortexen stark
gemischt und dann für eine Stunde bei -20°C eingefroren wurde. Danach wurde die Mischung für
10 Minuten bei 4°C und 13000 x g zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Es folgten 2
Waschschritte mit 500 µl 70%igem kalten Ethanol. Hierfür wurde der Ethanol auf das Pellet pi-
pettiert und 10 Minuten bei 4°C und 13000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen
und der Vorgang wiederholt. Zum Schluß wurden durch Anzentrifugieren alle Ethanol-Reste ge-
sammelt, mit einer Pipette entfernt und das Pellet angetrocknet. Das Pellet wurde in 20 µl 10 mM
Tris/HCl pH 8 gelöst.
Transkription
Die linearisierte und gereinigte Plasmid-DNA wurde nun in vitro transkribiert, wobei als Bau-
steine mit Digoxigenin markierte Nukleotide verwendet wurden. Für die Transkription wurde das
MAXIscript® Kit von Ambion verwendet. Als Nukleotide diente der Digoxigenin RNA Labeling
Mix von Roche.
1 µg DNA wurde mit sterilem Wasser auf 12 µl aufgefüllt und mit Puffer versetzt. Dann wurden
der RNA Labeling Mix und die RNA-Polymerase dazupipettiert. Es wurde die doppelte Menge
der vom Hersteller empfohlenen Menge an RNA Labeling Mix eingesetzt. War das Plasmid mit
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HindIII linearisiert worden, wurde die T3-Polymerase verwendet; war der Verdau mit SmaI durch-
geführt worden, wurde mit T7-Polymerase transkribiert. Der Ansatz wurde für 2 Stunden bei 37°C
inkubiert.
Linearisiertes Plasmid 1 µg
Steriles Wasser auf 12 µl
10 x Transkriptionspuffer 2 µl
10 x Digoxigenin RNA Labeling Mix 4 µl
Enzym Mix (T3 oder T7) 2 µl
Nach Synthese des RNA-Strangs wurde die DNA-Matrize abgebaut, indem dem Ansatz 1 µl
TURBO DNase zugegeben und erneut für 15 Minuten bei 37°C inkubiert wurde. Zur Lagerung
wurden die Proben bei -20°C eingefroren.
2.2.3.9 RNA-Isolierung
Für die RNA-Isolierung wurde das Tri®Reagent (Sigma) verwendet. Zunächst wurde das Medium
unter der Sterilbank aus der Zellschale abgesaugt und die Zellen einmal mit 10 ml gekühltem PBS
gewaschen. Dabei wurde das PBS nicht direkt auf die Zellen aufgebracht, sondern an den Rand
der Schale, um ein vorzeitiges Lösen der Zellen zu verhindern. Nach Entfernen des PBS folgte
das Lösen und Aufschliessen der Zellen durch Zugabe von 1 ml Trizol. Je nach Zelldichte wurden
2 Zellschalen gepoolt. Mit einem sterilem Zellschaber wurden die Zellen vom Untergrund abge-
löst und mit einer Pipette auf- und abpipettiert, bis eine homogene Zellsuspension entstanden war.
Das Zellgemisch wurde dann in ein steriles 2 ml-Reaktionsgefäß überführt und für 5 Minuten bei
RT inkubiert. Nun wurden 200 µl Chloroform zugegeben und 15 Sekunden lang kräftig geschüt-
telt. Es folgte eine Inkubation von 3 Minuten bei RT und dann eine 15-minütige Zentrifugation
bei 12000 x g und 4°C. Mit einer Pipette wurden 700-800 µl des klaren, wässrigen, RNA-haltigen
Überstands abgenommen und in ein neues 1,5ml-Reaktionsgefäß überführt. Es wurden 500 µl Iso-
propanol zugegeben, kräftig gevortext und die Mischung für 10 Minuten bei RT inkubiert. Nach
einer Zentrifugation von 10 Minuten bei 12000 x g und 4°C wurde der Überstand abgenommen
und das Pellet einmal mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen. Der Ansatz wurde für 2–3 Minuten
bei RT inkubiert und dann für 5 Minuten bei 7500 x g und 4°C zentrifugiert. Der Ethanol wurde
vollständig abgenommen und das Pellet für einige Minuten an der Luft getrocknet. Das Pellet wur-
de in 50 µl RNase freiem Wasser aufgenommen. Mittels Photometrie wurde die Konzentration der
RNA bestimmt. Die RNA-Proben wurden bei -80°C gelagert.
2.2.3.10 DNase-Verdau der RNA
Um die Reinheit der isolierten RNA zu erhöhen und um eventuelle, in der RNA-Probe verbliebenen
DNA-Reste abzubauen, wurden alle RNA-Proben einem DNase-Verdau unterzogen. Es wurde das
RNase free DNase Kit von Qiagen oder das Total RNA Isolation NucleoSpin® RNA II Kit von
Macherey-Nagel verwendet.
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DNase-Verdau mittels RNase free DNase Kit (Qiagen)
Für den DNase-Verdau mit Hilfe von Qiagen RNeasy Mini-Säulen, wurden 100 µg RNA mit Wasser
auf ein Volumen von 100 µl gebracht und mit 350 µl RLT-Puffer, der zuvor mit β -Mercaptoethanol
(Merck) im Verhältnis 1:100 versetzt wurde, und 250 µl Ethanol vermischt. Die Mischung wurde auf
eine RNeasy Mini-Säule geladen und für 15 Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen
des Durchflusses wurden 350 µl Puffer RW1 zugegeben und der Zentrifugationsschritt wiederholt.
Der Durchfluss wurde wiederum verworfen und es folgte der DNase-Verdau. Hierfür wurde die
Membran der Säule mit 80 µl DNase I, 1:8 verdünnt in RDD Puffer, versetzt und für 15 Minuten
bei RT inkubiert. Dann wurden 350 µl Puffer RW1 zugegeben und 15 Sekunden bei 10000 rpm zen-
trifugiert. Die Säule wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und es erfolgte ein Waschschritt
mit 500 µl RPE-Puffer. Nach einer Zentrifugation von 15 Sekunden bei 10000 rpm und Verwer-
fen des Durchflusses, wurde der Waschschritt wiederholt und die Membran durch zweiminütige
Zentrifugation bei 10000 rpm getrocknet. Zur Elution wurden 30 µl RNase-freies Wasser direkt auf
die Membran der Säule pipettiert, 1Min bei RT inkubiert und 15 Sek bei 10000 rpm zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde in einem neuen RNase-freiem Reaktionsgefäß aufgefangen. Zur maximalen
Ausbeute wurde der Elutionsschritt wiederholt. Die Probe wurde bis zur weiteren Verwendung bei
-80°C gelagert.
DNase-Verdau mittels NucleoSpin® RNA II Kit (Macherey-Nagel)
Bei der Verwendung des NucleoSpin® RNA II Kit von Macherey-Nagel wurden zunächst 350 µl
RA1-Puffer, der zuvor 1:100 mit β -Mercaptoethanol vermischt wurde, auf die RNA-Proben pipet-
tiert und stark gevortext. Der Ansatz wurde auf eine NucleoSpin® Filtereinheit geladen und bei
11000 x g für 1 Minute zentrifugiert. Nachdem der Durchfluss mit 350 µl 70%igem Ethanol ver-
setzt und gut gevortext worden war, wurde er auf eine NucleoSpin® RNA II Säule geladen und
für 30 sec bei 8000 x g zentrifugiert. Die Säule wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und
die Membran der Säule durch Zugabe von 350 µl MDB-Puffer und einminütiger Zentrifugation
bei 11000 x g entsalzt. Nun folgte der DNase-Verdau. 95 µl der DNase I, die zuvor 1:10 in DNa-
se Reaktions-Puffer verdünnt worden waren, wurden direkt auf die Membran der Säule pipettiert
und für 15 Minuten bei RT inkubiert. Als nächstes wurden mehrere Waschschritte durchgeführt.
Zunächst wurden 200 µl RA2-Puffer zugegeben und für 30 s bei 8000 x g zentrifugiert. Die Säu-
le wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und nach Zugabe von 600 µl RA3-Puffer wurde
erneut für 30 s bei 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der Waschschritt
mit 250 µl RA3-Puffer wiederholt. Nach einer zweiminütigen Zentrifugation von 11000 x g war die
Membran getrocknet, es folgte die Elution der RNA. Es wurden 100 µl RNase-freies Wasser auf die
Membran pipettiert, für 1 Minute bei 11000 x g zentrifugiert und der Durchfluss in einem sauberen,
RNase-freien 1,5 ml-Reaktionsgefäß aufgefangen.
Nach dem DNase-Verdau wurde die Konzentration der DNase-verdauten RNA-Proben photo-
metrisch bestimmt und 1 µg RNA wurde zur Kontrolle in einem TBE-Agarosegel aufgetrennt. Die
Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.2.3.11 Konzentrationsbestimmung mittels Photometrie
Die Konzentration von DNA- oder RNA-haltigen Lösungen kann durch photometrische Messung
bestimmt werden. Monochromatisches Licht einer bestimmten Wellenlänge und Intensität wird
durch die zu untersuchende Lösung geschickt und es wird die Lichtintensität nach Durchtritt gemes-
sen. Je nach Konzentration der Lösung wird die Intensität des auf die Lösung fallenden Lichtstrahls
nach Durchtritt durch die Lösung unterschiedlich stark abgeschwächt. Dieses, von der Konzentra-
tion der Lösung abhängige Verhältnis, wird als Transmission bezeichnet. Mit Hilfe des Lambert-
Beerschen Gesetzes lässt sich aus der Absorption, d. h. dem negativen dekadischen Logarithmus
der Transmission, die gesuchte Konzentration bestimmen. Verschiedene Stoffe haben ihr Absorpti-
onsmaximum bei unterschiedlichen Wellenlängen des Lichts. Das Absorptionsmaximum von DNA
und RNA liegt bei 260 nm, das von Proteinen bei 280 nm.
Die Messung erfolgte im Photometer, indem die mit TE-Puffer verdünnten Proben in Küvetten
pipettiert wurden und die Absorption gegen reines TE als Leerwert gemessen wurde.
Die Konzentration konnte dann über
c= A ·Konstante ·Verdu¨nnung
berechnet werden, wobei A die gemessene Absorption ist. Die vorgenommene Verdünnung der Pro-
be wurde über den Faktor Verdu¨nnung berücksichtigt. Der Wert der Konstante war von der Probe
abhängig und betrug für doppelsträngige DNA 50 µg/ml, für RNA 40 µg/ml und für einzelsträngige
DNA 20 µg/ml.
2.2.3.12 cDNA-Synthese
Die DNase-verdauten RNA-Proben wurden mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Bei der reversen Transkription werden DNA-Stränge synthetisiert, die komplemen-
tär zur verwendeten RNA sind. Für die cDNA-Synthese wurde das RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit von Fermentas verwendet.
Zunächst wurden 1 µg RNA und 1 µl Random Hexamer Primer (0,2 µg/µl) in ein 0,2 ml-Reaktions-
gefäß pipettiert und das Volumen mit Wasser auf 12 µl aufgefüllt. Das Gemisch wurde für 5 Minuten
bei 70°C inkubiert und dann auf Eis gestellt. Es folgte die Zugabe von 4 µl 5x Reaktionspuffer, 1 µl
RiboLockTM Ribonuclease Inhibitor (20 u/µl) und 2 µl 10mM dNTP Mix. Nach einer erneuten Inku-
bation von 5 Minuten bei 25°C wurde 1 µl M-MuLV Reverse Transcriptase (20 U/µl) zu der Probe
gegeben. Die Inkubation bei 25°C wurde für 5Minuten fortgesetzt, dann folgten eine Inkubation
von 60 Minuten bei 42°C und eine Hitzeinaktivierung bei 70°C für 10 Minuten. Die cDNA-Proben
wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.
2.2.4 Proteinbiochemie
2.2.4.1 Herstellung eines Gesamtzelllysats für die Immunpräzipitation
Die konfluent gewachsenen ∆POZ-Knockout Zellen, die mit pB-Miz oder pB-⊘ infizierten worden
waren, wurden zweimal mit 10ml PBS gewaschen. Dann wurde 1 ml PBS auf die Zellschale pi-
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pettiert und die Zellen mit einem Zellschaber vom Untergrund gelöst. Die Zellsuspension wurde in
ein Reaktionsgefäß überführt und auf Eis gestellt. Insgesamt wurden die Zellsuspensionen von acht
konfluent gewachsenen 55 cm2-Gewebekulturschalen in einem Reaktionsgefäß gesammelt. Zum
Pelletieren der Zellen wurde für 5 Minuten bei 700 x g und 4°C zentrifugiert und der Überstand
abgenommen. Die Zellpellets wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.
Sollte eine Proteinbestimmung durchgeführt werden, wurde das Zellpellet mit 800-1000 µl TNN-
Puffer (siehe Kapitel 2.2.4.3) versetzt und durch 10maliges Auf- und Abpipettieren resuspendiert.
Nach einer halbstündigen Inkubation auf Eis wurde die Suspension für 15 Minuten bei 13000 x g
und 4°C zentrifugiert. Der proteinhaltige Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt.
2.2.4.2 BCA-Assay zur Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Proteinkonzentration kann mit Hilfe eines sogenannten BCA-Assays bestimmt werden. Die
Methode beruht auf der Reduktion von zweiwertigen zu einwertigen Kupferionen durch die in ei-
nem zu bestimmenden Proteingemisch vorhandenen Proteine, wobei die Menge der reduzierten
Kupferionen proportional zur Proteinmenge ist. Die Bicinchoniinsäure (BCA) reagiert dann mit
den einwertigen Kupferionen und es ensteht ein farbiger Komplex mit einem Absorptionsmaxi-
mum bei 562 nm. Durch photometrische Messung kann die Proteinkonzentration indirekt über die
Farbreaktion bestimmt werden. Für die Erstellung einer Eichgeraden wird die Absorption einer
Standardreihe gemessen, deren Proteingehalt (BSA) bekannt ist.
Kupfersulfat-Pentahydrat 4%ig in Wasser
Bicinchoniinsäure Sigma, Deisenhofen
BSA-Stocklösung 10 mg/ml Roth, Karlsruhe
Tabelle 2.18: Reagenzien für den BCA-Assay
Für die Erstellung einer Eichgeraden wurde eine BSA-Standardreihe angesetzt. Hierfür wurde
eine BSA-Stocklösung (Tabelle 2.18) auf Konzentrationen von 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 und
1,4 µg/µl mit Wasser verdünnt. Auf jeweils 10 µl der Verdünnungen wurden nun 40 µl Wasser pi-
pettiert. Die Proteinlösungen wurden entweder unverdünnt oder 1:10 vorverdünnt eingesetzt. Es
wurden 2-10 µl des Zelllysats mit Wasser auf ebenfalls 50 µl aufgefüllt. Dann wurde eine Mischung
aus Kupfersulfatlösung und Bicinchoniinsäure im Verhältnis 1:50 frisch angesetzt und jeweils 1 ml
auf die Proben und die Standardreihe pipettiert. Nach kurzem Vortexen und Inkubation für 30 Minu-
ten bei 37°C im Heizblock konnte die Absorption bei 562 nm photometrisch bestimmt werden. Die
Absorption wurde vorher mit einem Leerwert (Bicinchoniinsäure-Kupfersulfat-Mischung) abgegli-
chen. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt und die Proteinkonzentration konnte
dann anhand einer Eichgeraden in einer Excel-Tabelle bestimmt werden.
2.2.4.3 Immunpräzipitation
Mit Hilfe einer Immunpräzipitation kann ein bestimmtes Protein aus einem Proteingemisch heraus-
gefiltert werden. Die Erkennung des Proteins erfolgt dabei über eine Antigen-Antikörper-Reaktion,
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bei der ein Antikörper sein Antigen - also das zu isolierende Protein - im Proteingemisch bindet.
Dieser Antigen-Antikörper-Komplex kann über den Fc-Teil des Antikörpers an Protein-A binden,
das an Sepharose-Kügelchen gekoppelt ist. Die Protein-A-Sepharose mit dem daran gebundenen
Antigen-Antikörper-Komplex kann dann aufgrund ihrer höheren Dichte in einem Zentrifugations-
schritt pelletiert und die ungebundenen Proteine mit dem Überstand entfernt werden. Durch Zugabe
von SDS kann der Komplex gelöst werden und die Proteine der Probe in einer Polyacrylamid-
gelelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und im anschließenden Westernblot
detektiert werden.
Pro IP wurden 1,2mg Protein eingesetzt. Die Konzentration der Proteinlösungen wurde über
einen BCA-Assay bestimmt (siehe Kapitel 2.2.4.2 auf Seite 52) und das Volumen auf 1 ml mit
TNN-Puffer (Tabelle 2.3 auf Seite 24) aufgefüllt. Die Proben wurden mit 15 µl Miz1-Antikörper
H-190 (polyklonal, Kaninchen, Santa Cruz) versetzt und über Nacht bei 4°C auf einem Drehrad
inkubiert. Zur Kontrolle wurden zusätzlich Proben ohne Antikörper und mit 3 µl Rabbit-IgG (1 µg/µl,
Sigma, Deisenhofen) angesetzt.
Am nächsten Tag wurde zunächst die 1:1 in 20%igem Ethanol gelöste Protein-A-Sepharose mit
PBS gewaschen. Auf 250 µl Sepharose wurde 10ml PBS pipettiert und die Mischung bei 400 x g
und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und die Sepharose-Beads wie-
der 1:1 in TNN-Puffer aufgenommen, indem 125 µl TNN-Puffer auf die Sepharose pipettiert wurde.
Dann wurden 60 µl der gewaschenen Sepharose auf die mit dem Antikörper versetzten Proteinpro-
ben gegeben und für 2 Stunden bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Im Anschluß wurden die mit
Protein-A-Sepharose versetzten Protein-Lysate für 3 Minuten bei 400 x g und 4°C zentrifugiert, der
Überstand abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Der Überstand wurde ebenfalls
auf das Polyacrylamidgel aufgetragen, um zu kontrollieren, dass Miz1 vollständig über die Beads
aus der Proteinlösung isoliert worden war. Es folgte eine Reihe von Waschschritten. Hierfür wur-
den die mit Protein-A-Sepharose versetzten Protein-Lösungen mit 1 ml TNN-Puffer versetzt, bei
400 x g und 4°C für 3 Minuten zentrifugiert und der Überstand verworfen. Dieser Vorgang wurde
insgesamt 4 mal durchgeführt und der letzte Überstand sehr genau abgenommen. Die gewaschenen
Sepharose-Protein-Lysate wurden mit 40 µl 2xSDS-Ladepuffer versetzt, die Reaktionsgefäße zum
Mischen mit dem Finger angeschnippt und für 5 Minuten in einem 95°C-Wasserbad inkubiert. Vor
dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben bei 2000 x g und RT für 4 Minuten abzentrifugiert.
Die Auftrennung erfolgte in einem 8%igen Polyacrylamidgel.
2.2.4.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
In einer SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese werden Proteine ihrem Molekulargewicht nach auf-
getrennt. SDS bewirkt dabei eine Denaturierung der Proteine, so dass Wechselwirkungen zwischen
Proteinen ausgeschaltet werden und die Proteine sich nur noch in ihrem Molekulargewicht unter-
scheiden. SDS verleiht Proteinen eine negative Ladung, was bewirkt, dass eigene negative Ladun-
gen des Proteins keine Rolle mehr spielen. Je größer das Protein ist, umso mehr SDS lagert es an, so
dass die aufgebrachte Ladung proportional zur Proteingröße ist. Das Polyacrylamid-Gel bildet eine
Matrix mit engmaschigen Poren, die es ermöglicht, die Proteine ihrer Größe nach aufzutrennen.
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Kleine Moleküle wandern leichter und demnach schneller durch das Maschenwerk als große. Zur
Abschätzung der Proteingröße läuft neben den Proben ein Größenmarker mit. Bei der sogenannten
diskontinuierlichen Elektrophorese werden zwei verschiedene Gele, ein Sammel- und ein Trenngel,
verwendet. Zunächst wird die Proteinlösung an der Grenze zwischen Sammelgel und Trenngel in
einer schmalen Bande gesammelt, erst anschließend erfolgt die eigentliche Auftrennung im Trenn-
gel. Im Anschluß an die Elektrophorese können die Proteine z. B. über einen Westernblot detektiert
werden.
Die Glasplatten, Abstandhalter und Probenkämme wurden vor der Verwendung mit 70%igem
Ethanol gereinigt und die Apparatur fertig aufgebaut. Dann wurde das Trenngel angesetzt. Hierfür
wurden die Reagenzien, wie in Tabelle 2.19 angegeben, zusammenpipettiert und gemischt, wobei
die Radikalstarter TEMED und APS erst ganz zum Schluß zugegeben wurden.
Trenngel 8% Sammelgel
a.d. 4,6 ml 6,8 ml
30% Acrylamid/Bisacrylamid (Roth, Karlsruhe) 2,7 ml 1,7 ml
1,5 M Tris pH 8,8 (Roth, Karlsruhe) 2,5 ml —
1,0 M Tris pH 6,8 (Roth, Karlsruhe) — 1,25
10% SDS (Serva, Heidelberg) 100 µl 100 µl
10% APS in a.d. (BioRad, München) 150 µl 100 µl
TEMED (BioRad, München) 6 µl 6 µl
Tabelle 2.19: Reagenzien für das Polyacrylamidgel
Mit einer Pasteurpipette wurde das Trenngel in den Apparat gefüllt und sofort mit Isopropanol
bedeckt, um eine ebene Oberfläche zu erzeugen. Nach Polymerisation des Trenngels wurde das Iso-
propanol abgegossen und der Gelrand mit a.d. gespült. Nun wurde das Sammelgel gemischt. Analog
zum Vorgehen beim Trenngel wurden alle Reagenzien zusammenpipettiert, die Radikalstarter zu-
letzt zugegeben und die Mischung auf das Trenngel in die Apparatur eingefüllt. Zur Formung von
Geltaschen wurde ein Probenkamm in das Sammelgel gesteckt. Nach der vollständigen Polymeri-
sation des Sammelgels wurde die Apparatur in das Elektrophoresebecken gesetzt, das Becken mit
Lämmli-Puffer (Tabelle 2.3 auf Seite 24) gefüllt und die Probenkämme gezogen.
Die Proteinproben wurden mit 2x SDS-Ladepuffer versetzt und für 5 Minuten bei 95°C im Was-
serbad inkubiert. Zum Sammeln aller Tropfen wurden die Proben für 4 Minuten bei 2000 x g
zentrifugiert und danach in die Geltaschen gefüllt. Die Auftrennung erfolgte neben einem Mole-
kulargewichtsstandard (Page Ruler™ Prestained Protein Ladder Plus, Fermentas, St. Leon-Rot) im
Sammelgel bei 15 mA und im Trenngel bei 30mA.
2.2.4.5 Westernblot
Ein Westernblot wird genutzt, um Proteine, die in einer Elektrophorese aufgetrennt wurden, auf
eine Membran zu übertragen und auf ihr zu fixieren. Durch die Inkubation mit einem Antikörper
können die Proteine dann spezifisch markiert und über einen Zweitantikörper detektiert werden.
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Das Acrylamidgel wurde nach der Protein-Auftrennung zunächst für 15 Minuten in Semi-Dry-
Blotpuffer äquilibriert. Die Nitrozellulosemembran (6x8 cm, Tabelle 2.8 auf Seite 26) und die Filter-
papiere (7x9 cm, Tabelle 2.8 auf Seite 26) wurden auf die richtige Größe zugeschnitten. Die Nitro-
zellulosemembran wurde zuerst in a.d. gewaschen und dann für 15 Minuten in Semi-Dry-Blotpuffer
getränkt. Die Filterpapiere wurden ebenfalls in Semi-Dry-Blotpuffer eingeweicht. Der Blot wurde
dann in folgender Reihenfolge aufgebaut:
Kathode - Filterpapier - Gel - Membran - Filterpapier - Anode
Um eventuell vorhandene Luftblasen zu beseitigen, wurde der Stapel mit einem Falkon ausgerollt.
Das Blotten erfolgte bei 120 mA für 45 Minuten (2,5 mA/cm2).
2.2.4.6 Immundetektion
Der Nachweis von Proteinen, die in einem Westernblot auf eine Nitrozellulosemembran übertragen
worden sind, kann über eine Immundetektion erfolgen. Dabei werden die Proteine zuerst mit einem
Erstantikörper spezifisch markiert, um dann über einen Zweitantikörper sichtbar gemacht zu wer-
den. Bei dem Zweitantikörper handelt es sich um einen Enzym-gekoppelten Antikörper, wobei das
Enzym, eine Peroxidase, in einer Chemilumineszenz-Reaktion die Umsetzung eines chemischen
Substrats (Luminol) katalysiert. Bei dieser Reaktion werden Elektronen angeregt, die bei Rückkehr
in ihren Grundzustand Licht emittieren, welches auf einem Röntgenfilm detektiert werden kann.
Um freie Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurde die Membran nach dem Blot-
ten für 45 Minuten in TBSTB (Tabelle 2.3 auf Seite 24) inkubiert. Dann wurde sie mit 3ml des in
TBSTB verdünnten Erstantikörpers (siehe Kapitel 2.1.5 auf Seite 25) in eine Folie eingeschweißt
und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Membran dreimal für jeweils 10 Mi-
nuten in TBST gewaschen, um ungebundene Antikörper zu entfernen, und dann für 1 Stunde mit
dem Zweitantikörper inkubiert. Hierfür wurde der Zweitantikörper wie in Kapitel 2.1.5 auf Seite 25
beschrieben mit TBSTB verdünnt und die Membran in der Antikörper-Lösung geschwenkt. Es folg-
ten weitere drei Waschschritte mit TBST für jeweils 10 Minuten. Zum Abschluß wurde einmal mit
TBS gewaschen. Nun wurde die Membran in eine Folie auf eine ebene Unterlage gelegt und die
Substratlösung (siehe Tabelle 2.8 auf Seite 26), die kurz vorher angesetzt wurde, auf die Membran
getropft. Es erfolgte eine Inkubation für 5 Minuten bei RT. Sofort im Anschluß wurde die Lumines-
zenz detektiert, indem die Membran auf einen Super RX Röntgenfilm (Fuji) in eine Röntgenkassette
gelegt wurde. Die Belichtungszeit betrug etwa 30–40 Minuten und wurde experimentell ermittelt.
Nachdem der Film entwickelt und fixiert worden war (Bereitstellung der Apparatur und Lösungen
freundlicherweise durch Volkwin Kramer), wurde er gewaschen und an der Luft getrocknet. Zur
Dokumentation wurde der Film eingescannt und elektronisch gespeichert.
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3.1 Einfluss des Knockouts der POZ-Domäne von Miz1 und
Inkubation mit EBSS auf die Expression Autophagie-
assoziierter Gene und Myc
Der Einfluss von Miz1 auf die Genexpression von Autophagie-assoziierten Genen wurde in 3T3
MEFs und in MEFsARF untersucht (Kapitel 2.1.6 auf Seite 25). Von jeder Zelllinie standen Wild-
typzellen und ∆POZ-Knockout Zellen zur Verfügung. In ∆POZ Zellen wurde die POZ-Domäne von
Miz1 durch einen Knockout des N-terminalen Bereichs von Miz1 ausgeschaltet. Die POZ-Domäne
ist für die Funktion von Miz1 essentiell [Herold et al., 2002; Peukert et al., 1997]. Das Fehlen
der POZ-Domäne verhindert die Dimerisierung und damit das korrekte Funktionieren von Miz1
[Stead et al., 2007; Stogios et al., 2010]. Es sollte untersucht werden, wie der Knockout der POZ-
Domäne von Miz1, d.h. das Fehlen von funktionstüchtigem Miz1 die Expression der ausgewählten
Autophagie-assoziierten Gene und die Expression von Myc beeinflusst. Hierfür wurde deren Gen-
expression in Wildtypzellen und ∆POZ Zellen miteinander verglichen.
Der autophagische Prozess wird bei Zellen im Hungerzustand verstärkt. Eine Möglichkeit, Zellen
zu Autophagie zu stimulieren, ist die Inkubation mit AS-armem Medium. Durch den Vergleich der
Genexpressionen, die in hungernden bzw. in mit Vollmedium inkubierten Zellen gemessen wurden,
konnte der Einfluss des Aminosäureentzugs auf die Expression der Autophagie-assoziierten Gene
bestimmt werden. Es wurde geprüft, ob die Genexpression durch EBSS induzierbar ist und falls
dies der Fall war, ob es sich um eine von der POZ-Domäne von Miz1 abhängige oder unabhängige
Regulation handelte.1
Durch ein Screening sollte herausgefunden werden, welche Gene durch den Knockout der POZ-
Domäne von Miz1 oder durch AS-Entzug positiv oder negativ reguliert werden. Aufgrund der
großen Anzahl der zu untersuchenden Gene wurden im Rahmen dieser Arbeit nur zwei biologi-
sche Replika durchgeführt. Wegen der entsprechend geringen Menge an Messdaten konnte keine
vollständige statistische Auswertung erfolgen und die Ergebnisse sind entsprechend vorsichtig zu
interpretieren. Die gewonnenen Anhaltspunkte dienen dazu, einige Gene herauszufiltern, die in wei-
teren Experimenten genauer untersucht werden müssen.
3.1.1 Qualitätsnachweis der verwendeten RNAs
Die Zellen wurden, wie in Kapitel 2.2.1.1 auf Seite 26 beschrieben, kultiviert. Um Autophagie zu
induzieren, wurden die Zellen sechs Stunden gehungert, indem ihnen als Substrat nur EBSS ange-
1 In den folgenden Kapiteln wird für die Beschreibung „Abhängigkeit von der POZ-Domäne von Miz1“ die Bezeich-
nung „Miz1-abhängig“ bzw. „Miz1-unabhängig“ synonym verwendet.
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boten wurde (Kapitel 2.2.1.3 auf Seite 27). Eine Kontrollgruppe wurde sechs Stunden lang weiter
mit Vollmedium behandelt. Nachdem die RNA isoliert worden war (Kapitel 2.2.3.9 auf Seite 49),
wurde sie DNase verdaut (Kapitel 2.2.3.10 auf Seite 49) und zur Kontrolle ihrer Integrität in einer
Gelelektrophorese aufgetrennt.
In Abbildung 3.1 (a)–(b) sind die in der Gelelektrophorese aufgetrennten, aus 3T3 MEFs isolier-
ten RNAs nach DNase-Verdau dargestellt. Die Abbildungen 3.1 (c)–(d) zeigen die aus MEFsARF
isolierten und DNase-verdauten RNAs. Die RNA wurde dann in cDNA umgeschrieben (Kapi-
tel 2.2.3.12 auf Seite 51) und diente als Ausgangspunkt für die weitere Quantifizierung mittels

















































































Abbildung 3.1: Aus 3T3 MEFs und MEFsARF isolierte und DNase-verdaute RNA. Die RNAs wurden
mittels Gelelektrophorese in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt. Abbildung (a) zeigt die aus 3T3 MEFs
isolierte und DNase-verdaute RNA, (b) das biolgische Replikat der RNA-Isolierung aus 3T3 MEFs. In Abbil-
dung (c) ist die aus MEFsARF isolierte und DNase-verdaute RNA dargestellt, (d) zeigt das biolgische Replikat
der RNA-Isolierung aus MEFsARF. Die beiden prominenten Banden stellen die ribosomalen RNAs 28s (5 kb)
und 18s (1,9 kb) dar. Zwischen den beiden Banden ist kein RNA-Abbau zu erkennen [Bastard et al., 2002].
Die unterschiedliche Breite der Banden ist zum Teil auf schwankende Auftragsmengen zurückzuführen, z.B.
Unterschied zwischen Wt M und Wt EBSS in (a). Ebenso wurde in (d) irrtümlicherweise zu viel RNA auf
das Gel aufgetragen.
Im Rahmen der Arbeit wurde mehrfach RNA gewonnen und cDNA synthetisiert. Die Wiederho-
lungen der RNA-Isolierungen sind nicht abgebildet. In den folgenden Kapiteln kennzeichnen die
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Bezeichnungen „Messung 1“ und „Messung 2“ zwei biologisch unabhängige Versuche. Zum Teil
wurde die Expressionsanalyse von Atg9b ein weiteres Mal wiederholt, indem die für Messung 1
eingesetzte cDNA ein weiteres Mal in einer qPCR quantifiziert wurde (Technisches Replikat der
1. Messung). Die Zahlenwerte aller in der qPCR ermittelten Ct Werte, die ∆∆Ct Werte, sowie die
Werte der nach der 2(-∆∆Ct) Methode berechneten Fold Induction können im Anhang der beiliegen-
den CD (Ordner Rohdaten der qPCR) entnommen werden. Die Einteilung der untersuchten Gene
zu verschiedenen Gruppen, die in den folgenden Kapiteln vorgenommen wird, kann als Übersicht
den Tabellen A.1 und A.2 im Anhang entnommen werden.
3.1.2 Genexpressionsanalyse in 3T3 MEFs
3.1.2.1 Nachweis des Knockouts der POZ-Domäne von Miz1 und Induzierbarkeit von
Miz1 durch EBSS
Um den Knockout der POZ-Domäne von Miz1 in ∆POZ Zellen auf Ebene der Genexpression nach-
zuweisen, wurden zwei verschiedene Primer für die Expressionsanalyse des Gens Miz1 verwendet.
Der Primer Miz1-C bindet am C-terminalen Ende von Miz1. Es sollte in Wildtypzellen und in
∆POZ-Knockout Zellen zu einer vergleichbaren Genexpression kommen, da der C-terminale Be-
reich von Miz1 unverändert ist. Bei Verwendung des Primers Miz1-N hingegen kann es nur in



















































































Abbildung 3.2: Expressionsanalyse von Miz1 in 3T3 MEFs mittels qPCR. Darstellung der Genexpres-
sionen als ein Vielfaches der Genexpression in Wildtypzellen unter DMEM-Bedingungen. Es wurden Primer
verwendet, die am C-terminalen oder am N-terminalen Ende von Miz1 binden. Erwartungsgemäß war bei
Verwendung des Primers Miz1-N in ∆POZ Zellen keine Genexpression messbar.
Abbildung 3.2 zeigt die Ergebnisse der Expressionsanalyse von Miz1 in 3T3 MEFs. Es ist zu
sehen, dass bei Verwendung des Primers Miz1-C sowohl in Wildtyp- als auch in ∆POZ-Knockout
MEFs die Expression von Miz1 nachzuweisen war. Bei der Analyse mit dem Primer Miz1-N war
58
3 Ergebnisse
die Genexpression in ∆POZ Zellen kaum messbar, was den korrekten Knockout der POZ-Domäne
dokumentiert. Weiterhin ist zu sehen, dass die Genexpression von Miz1 in Wildtypzellen nach Inku-
bation mit EBSS mindestens 1,5fach erhöht war im Vergleich zu nicht hungernden Wildtypzellen.
Auch in ∆POZ Zellen war eine Induktion der Genexpression des trunkierten Miz1 nach Aminosäu-
reentzug zu sehen. Dies ist ein Hinweis dafür, dass der Transkriptionsfaktor Miz1 nach Stimulation
zu Autophagie durch Aminosäureentzug induziert wird. Erwartungsgemäß war in ∆POZ-Knockout
Zellen bei Verwendung des N-terminalen Primers kein Signal unter Hungerbedingungen meßbar.
3.1.2.2 Einfluss der Miz1 POZ-Domäne auf die Genexpression Autophagie-assoziierter
Gene
Um den Einfluss der POZ-Domäne von Miz1 auf die Genexpression Autophagie-assoziierter Gene
zu untersuchen, wurde die Genexpression dieser Gene in Wildtypzellen mit deren Genexpression
in ∆POZ-Knockout Zellen verglichen. Es wurden die Genexpressionen von 17 Autophagiegenen
sowie von Myc in mit Vollmedium kultivierten Wildtypzellen gemessen und in Beziehung gesetzt
zu den Expressionen der mit Vollmedium inkubierten ∆POZ-Knockout Zellen.
Bei der Auswertung wurde ein oberer und ein unterer Schwellwert für die fold induction der Gen-
expressionen festgelegt, anhand derer die Einteilung der Gene in 3 Gruppen erfolgte (siehe hierfür
auch Kapitel 2.2.3.2 auf Seite 33). Der obere Schwellwert wurde auf die 1,5fache Genexpression
der in Wildtypzellen ermittelten Genexpression festgelegt. Entsprechend lag der untere Schwell-
wert bei der 0,67fachen Genexpression. Im Folgenden wird für die Beschreibung „Abhängigkeit
von der POZ-Domäne von Miz1“ die Bezeichnung „Miz1-abhängig bzw. -unabhängig“ synonym
gebraucht.
Die Abbildungen 3.3, 3.4 und 3.5 auf den Seiten 60ff zeigen die Genexpressionen der in Vollme-
dium kultivierten ∆POZ-Knockout Zellen als ein Vielfaches der Genexpressionen der in Vollmedi-
um kultivierten Wildtypzellen.
Abbildung 3.3 auf Seite 60 zeigt die Gene, deren Expression in Knockout Zellen nicht stark
von der Expression in Wildtypzellen abwich (Gruppe 3T3 1-1). Die Expression dieser Gene befand
sich in ∆POZ-Knockout Zellen zwischen dem oberen und unteren Schwellwert, d. h. sie war klei-
ner als die 1,5fache und größer als die 0,67fache Genexpression der in Wildtypzellen gemessenen
Genexpression. Zu Gruppe 3T3 1-1 gehören die Gene ULK1, ULK2, Atg4a, Atg4b, Atg5, Atg7,
Atg9a, Atg12 und Atg16L1. Sie wurden in mit DMEM kultivierten 3T3 MEFs unabhängig von der
POZ-Domäne von Miz1 exprimiert.
Abbildung 3.4 auf Seite 60 zeigt die Gene, deren Expression sich in ∆POZ-Knockout Zellen in
einem Experiment ebenfalls zwischen den beiden Schwellwerten befand, im anderen Experiment
jedoch den Schwellwert überstieg oder unterschritt (Gruppe 3T3 1-2). Für diese Gene konnte im
Rahmen dieser Arbeit keine eindeutige Aussage über ihre Abhängigkeit von der POZ-Domäne von
Miz1 getroffen werden. Sie sind als potentiell Miz1 abhängig einzustufen. Es handelt sich um die
Gene Atg3, LC3a, LC3b, Atg10 und Myc. Ebenfalls zu dieser Gruppe wurde Atg9b gerechnet, da
sich die Expression von Atg9b in den drei Messwiederholungen nicht gleichsinnig verhielt. In zwei

























































































Abbildung 3.3: In 3T3 MEFs Miz1-unabhängig exprimierte Gene (3T3 1-1). Die abgebildeten Gene zeig-
ten in 3T3 MEFs bei Kultivierung in Vollmedium eine von der POZ-Domäne von Miz1 unabhängige Expres-
sion. Dargestellt sind die mittels qPCR ermittelten Genexpressionen in Wildtyp- und ∆POZ-Knockout 3T3
MEFs unter DMEM-Bedingungen. Die Genexpressionen in ∆POZ-Knockout Zellen sind als die n-fache






































































Abbildung 3.4: Gene, für deren Expression in 3T3 MEFs die Miz1-Abhängigkeit unbestimmt ist
(3T3 1-2). Dargestellt sind die Gene, deren Abhängigkeit von der POZ-Domäne von Miz1 bei Kultivie-
rung in Vollmedium nicht eindeutig bestimmbar war. Die Genexpressionen wurden mittels qPCR in Wildtyp
und ∆POZ-Knockout Zellen von 3T3 MEFs unter DMEM-Bedingungen gemessen. Die Genexpressionen in
∆POZ-Knockout Zellen sind als n-fache Genexpression der in Wildtypzellen gemessenen dargestellt. Für
Atg9b wurde ein technisches Replikat der 1. Messung durchgeführt.
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Wildtypzellen und in einer mehr als die 1,5fache Expression. Für dieses Gen konnte eine eventuelle
Abhängigkeit der Genexpression von der POZ-Domäne von Miz1 ebenfalls nicht eindeutig geklärt
werden. Erwähnenswert ist außerdem, dass die Gene LC3a, LC3b und Myc zumindest gleiche Ten-
denzen in ihren Genexpressionen aufwiesen. Möglicherweise besteht auch bei diesen Genen eine
Miz1-Abhängigkeit, die im Rahmen dieser Experimente aber nicht schlüssig nachweisbar war.
Eine von der POZ-Domäne von Miz1 abhängige Expression zeigten die Gene Atg4c, Atg4d und
Atg16L2 (Abbildung 3.5, Gruppe 3T3 1-3). Die Expression dieser Gene betrug in ∆POZ-Knockout
Zellen in beiden Messungen mehr als die 1,5fache Genexpression der in Wildtypzellen gemessenen
oder betrug in beiden Messwiederholungen weniger als die 0,67fache Genexpression der Wild-
typzellen. Die Expression von Atg4c und Atg4d wurde nach Knockout der POZ-Domäne in mit














































Abbildung 3.5: In 3T3 MEFs Miz1-abhängig exprimierte Gene (3T3 1-3). Die abgebildeten Gene zeigten
in 3T3 MEFs bei Kultivierung in Vollmedium eine von der POZ-Domäne von Miz1 abhängige Expression.
Dargestellt sind die Genexpressionen in ∆POZ-Knockout Zellen als die n-fache Genexpression der in Wild-
typzellen gemessenen Genexpressionen jeweils unter DMEM-Bedingungen. Die Expression dieser Gene lag
in beiden Messungen entweder über der 1,5fachen oder unter der 0,67fachen Genexpression der Vergleichs-
zellen. Ermittlung der Genexpressionen mittels qPCR-Analyse.
3.1.2.3 Regulation der Genexpression durch EBSS und Einfluss der POZ-Domäne von
Miz1
Der Entzug von Aminosäuren ist ein klassischer Stimulus für Zellen zur Autophagie [Liao et al.,
2008]. Es sollte daher untersucht werden, ob die Expression der ausgewählten Gene durch Inkuba-
tion mit AS-armem Medium induzierbar ist. Hierfür wurden die Genexpressionen in gehungerten
Zellen mit den Genexpressionen in mit DMEM inkubierten Zellen verglichen. Die Zellen wur-
den, wie in Kapitel 2.2.1.3 auf Seite 27 beschrieben, für 6 Stunden mit EBSS inkubiert und so zur
Autophagie stimuliert. Dann erfolgte die RNA-Isolierung. Als Kontrollgruppe wurden Zellen des
gleichen Zelltyps für 6 Stunden mit DMEM inkubiert und anschließend ebenfalls RNA isoliert.
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Gene wurden als nicht durch EBSS reguliert betrachtet, wenn ihre Expression nach AS-Entzug
unter der 1,5fachen bzw. über der 0,67fachen Genexpression der nicht-gehungerten Zellen lag. Die
Schwellwerte, anhand derer die Einteilung erfolgte, wurden also analog zur Einteilung der Miz1-
Abhängigkeit unter normaler basaler Autophagie festgelegt (siehe Kapitel 2.2.3.2 auf Seite 33).
Die Expression der mit EBSS inkubierten Wildtypzellen wurde auf die Expression der mit DMEM
inkubierten Wildtypzellen normiert. Das bedeutet, dass die Expression der mit EBSS inkubierten
Wildtypzellen als die n-fache Expression der mit DMEM inkubierten Zellen angegeben wird. Ent-
sprechendes gilt für ∆POZ Zellen. Die Expression der mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen ist auf










































Abbildung 3.6: In 3T3 MEFs nicht durch EBSS regulierte Gene (3T3 2-1). Die Genexpressionen der
mit EBSS inkubierten Wildtypzellen (gelb) sind auf die Expressionen in Wildtypzellen unter DMEM-
Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt. Die Genexpressionen der
mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (rosa) sind analog auf die Expressionen in ∆POZ Zellen unter DMEM-
Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt. Die Expressionen von Atg4a
und Atg5 stiegen in Wildtypzellen nach Inkubation mit EBSS nicht auf mehr als das 1,5fache der Genex-
pressionen in den mit DMEM inkubierten Vergleichszellen an. Die Expressionen in mit EBSS inkubierten
∆POZ MEFs stiegen ebenfalls auf weniger als das 1,5fache der mit DMEM inkubierten ∆POZ Zellen. Die
Gene Atg4a und Atg5 unterlagen in 3T3 MEFs keiner Regulation durch EBSS.
Abbildung 3.6 zeigt die Gene, die nicht durch EBSS reguliert wurden (Gruppe 3T3 2-1). Die Gen-
expression dieser Gene wich in beiden Messungen nach Inkubation mit EBSS sowohl in Wildtyp-
als auch in ∆POZ-Knockout Zellen nicht über die festgelegten Grenzen ab. Dies traf für die Gene
Atg4a und Atg5 zu.
Für die Gene Atg3, Atg4b, Atg4d und Myc lieferten die beiden Messungen keine eindeutigen
Ergebnisse (Abbildung 3.7 auf Seite 63). In der einen Messung lag der Wert der Fold Induction
der gehungerten Zellen (Wildtyp und ∆POZ) innerhalb der beiden Schwellwerte, in der anderen
Messung war er mindestens in einem der gehungerten Zelltypen grösser bzw. kleiner. Da für diese
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Gene nicht eindeutig bestimmt werden konnte, ob ihre Genexpression durch AS-Entzug reguliert


































































Abbildung 3.7: Gene, für deren Expression in 3T3 MEFs eine Regulation durch EBSS unbestimmt ist
(3T3 2-2). Die Genexpressionen der mit EBSS inkubierten Wildtypzellen (gelb) sind auf die Expressionen in
Wildtypzellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt.
Die Genexpressionen der mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (magenta) sind analog auf die Expressionen in
∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt.
Nach Stimulation zu Autophagie durch Inkubation mit EBSS stieg in einer Messung die Genexpression in
Wildtyp- oder ∆POZ Zellen in Bezug zu ihrer mit Vollmedium inkubierten Bezugszelle auf mehr als das
1,5fache an bzw. fiel auf weniger als das 0,67fache ab, in der anderen Messung war jedoch keine signifikante
Änderung der Genexpression zu verzeichnen.
Abbildung 3.9 auf Seite 65 und Abbildung 3.10 auf Seite 66 zeigen die Gene, die abhängig
von EBSS exprimiert wurden. Um zu überprüfen, ob das Vorhandensein der POZ-Domäne von
Miz1 einen Einfluß auf die Regulation durch EBSS hat, wurden die Gene, bei denen festgestellt
wurde, dass ihre Expression einer Regulation durch EBSS unterliegt, weiter aufgeteilt, je nachdem
ob sie Miz-abhängig oder -unabhängig durch EBSS reguliert wurden. Im Folgenden wird für die
Beschreibung „Abhängigkeit der Regulation von der POZ-Domäne von Miz1“ die Bezeichnung
„Miz1-abhängige bzw. -unabhängige Regulation“ synonym gebraucht.
Das Schema in Abbildung 3.8 auf Seite 64 zeigt die Kriterien, anhand derer die Einteilung er-
folgte. Die Gene wurden als durch EBSS reguliert betrachtet, wenn ihre Expression in gehungerten
Zellen mehr als das 1,5fache bzw. weniger als das 0,67fache der unter Vollmedium-Bedingungen
inkubierten Zellen betrug. In die durch EBSS regulierten Gruppen wurden nun die Gene eingeteilt,
deren Genexpressionen in beiden Messungen nach der Stimulation durch EBSS zumindest in ei-
nem der beiden Zelltypen Wildtyp oder ∆POZ die Grenzwerte überschritt. Gene, für die dies zutraf,
wurden weiter eingeteilt, je nachdem, ob Miz1 einen Einfluß auf die Regulation durch EBSS hat.
Hierfür wurde die Differenz a herangezogen, die den Unterschied der durch EBSS bewirkten Gen-
expressionsänderung zwischen Wildtyp und ∆POZ-Knockout Zellen widerspiegelt. Sie ergibt sich




















Abbildung 3.8: Schema für die Einteilung der durch EBSS regulierten Gene. Durch Subtraktion der
∆∆Ct Werte der mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen von den mit EBSS inkubierten Wildtypzellen ergibt sich
die Differenz a. Sie spiegelt den Unterschied der durch EBSS bewirkten Genexpressionsänderung zwischen
Wildtyp und ∆POZ-Knockout Zellen wider. Die Genexpressionen der mit EBSS inkubierten Wildtypzellen
(gelb) sind dabei auf die Expressionen in Wildtypzellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die
n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt. Die Genexpressionen der mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen
(magenta) sind analog auf die Expressionen in ∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als
die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt.
dieser Differenz. Beträgt a weniger als 0,585, wird die Expression dieses Gens Miz1-unabhängig
durch EBSS reguliert (Gruppe 3T3 2-3); ist a grösser als 0,585, wird das Gen Miz1-abhängig durch
EBSS reguliert (Gruppe 3T3 2-5). Eine Änderung um 0,585 in den ∆∆Ct Werten ist gleichbedeu-
tend damit, dass die Genexpression in gehungerten ∆POZ MEFs auf mindestens das 1,5fache erhöht
bzw. auf weniger als das 0,67fache der mit EBSS inkubierten Wildtypzellen erniedrigt ist.
Da es nicht möglich war, jedes Gen eindeutig in eine der beiden genannten Gruppen einzuteilen,
wurde eine dritte Gruppe definiert, in der die Gene eingeteilt wurden, für die die Messwerte hetero-
gen waren (Gruppe 3T3 2-4). So war bei diesen Genen die Differenz a in der einen Messung grösser
und in der anderen kleiner als der Grenzwert. Ebenso in diese Gruppe wurden Gene eingeteilt, für
die a zwar in beiden Messungen größer als der Grenzwert war, in einer Messung jedoch anzeig-
te, dass der durch EBSS bewirkte Expressionsanstieg in Wildtypzellen größer und in der anderen
Messung, dass der Expressionsanstieg in ∆POZ-Knockout Zellen größer war.
Unter Berücksichtigung der oben beschriebenen Einteilung erfolgte die Zuordnung der durch
EBSS regulierten Gene in 3 Gruppen. Die Gene ULK2, Atg4c, Atg7, LC3b und Atg12 zählen zu
den Genen, deren Expression Miz1-unabhängig durch EBSS reguliert wurde (Abbildung 3.9 auf
Seite 65, Gruppe 3T3 2-3). Die Inkubation mit EBSS bewirkte sowohl in Wildtypzellen als auch
in ∆POZ-Knockout Zellen eine vergleichbare Zunahme der Genexpression. Der Unterschied der
Genexpressionszunahme betrug weniger als 0,585 in den ∆∆Ct Werten. Die Stimulation zu Auto-
phagie bewirkte folglich eine Induktion der Genexpression, die unabhängig vom Vorhandensein der
















































































Differenz zwischen normierten PCR-Zyklenzahlen
a= ∆∆Ct Wt EBSS − ∆∆Ct ∆POZ EBSS
ULK2 Atg4c Atg7 LC3b Atg12
1. Mess 0.17 ↓ 0.58 ↓ 0.37 ↓ 0.42 ↓ 0.39 ↓
2. Mess 0.36 ↓ 0.26 ↓ 0.03 ↓ 0.37 ↓ 0.27 ↓
Abbildung 3.9: Miz1-unabhängige Regulation der Genexpression durch EBSS in 3T3 MEFs (3T3 2-3).
Die Genexpressionen der mit EBSS inkubierten Wildtypzellen (gelb) sind auf die Expressionen in Wild-
typzellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt. Die
Genexpressionen der mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (magenta) sind analog auf die Expressionen in
∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt.
Die Inkubation mit EBSS bewirkte eine Induktion der Expression der abgebildeten Gene, die unabhängig
vom Vorhandensein der POZ-Domäne von Miz1 war. In der Tabelle kennzeichnen nach unten zeigende Pfei-
le Werte kleiner 0,585.
Die Ergebnisse der Expressionsanalyse der Gene ULK1, LC3a, Atg9a, Atg16L1 und Atg16L2
waren heterogen. Diese Gene wurden in die Gruppe eingeteilt, für die eine Miz1-Abhängigkeit der
Regulation durch EBSS nicht eindeutig zu bestimmen war (Abbildung 3.10 auf Seite 66, Grup-
pe 3T3 2-4). Ebenfalls in diese Gruppe wurde Atg10 eingeteilt, da die Ergebnisse der 1. Messung
andeuteten, dass die Expression von Atg10 nach Knockout der POZ-Domäne von Miz1 bei Inku-
bation mit EBSS induziert wurde, wohingegen die 2. Messung eine Abnahme der Genexpression
in ∆POZ-Knockout Zellen nach Inkubation mit EBSS im Vergleich zu Wildtypzellen anzeigte. Aus
dem gleichen Grund wurde auch Atg9b dieser Gruppe zugeordnet. Für Atg9b waren die Ergebnisse
der drei Messungen ebenfalls nicht konsistent Eine eindeutige Miz1-abhängige Regulation durch
























































































































Differenz zwischen normierten PCR-Zyklenzahlen
a= ∆∆Ct Wt EBSS − ∆∆Ct ∆POZ EBSS
ULK1 LC3a Atg9a Atg9b Atg10 Atg16L1 Atg16L2
1. Mess 0.01 ↓ 0.35 ↓ 0.74 ↑ 3.07 ↑ 1.50 ↑ 0.02 ↓ 0.62 ↑
2. Mess 0.82 ↑ 0.72 ↑ 0.22 ↓ 1.23 ↑ 0.95 ↑ 1.02 ↑ 0.55 ↓
T. Repl. 1. Mess. n.m. ↑
Abbildung 3.10: Unbestimmte Miz1-Abhängigkeit der Regulation durch EBSS in 3T3 MEFs (3T3 2-4).
Die Genexpressionen der mit EBSS inkubierten Wildtypzellen (gelb) sind auf die Expressionen in Wildtyp-
zellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt. Die
Genexpressionen der mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (magenta) sind analog auf die Expressionen in
∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt.
Die Genexpressionen der dargestellten Gene wurden in 3T3 MEFs durch EBSS reguliert, eine Abhängigkeit
vom Vorhandensein der POZ-Domäne von Miz1 konnte anhand der vorliegenden Messdaten nicht eindeu-
tig geklärt werden. In der Tabelle kennzeichnen nach unten zeigende Pfeile Werte kleiner 0,585, nach oben
zeigende kennzeichnen Werte grösser 0,585.
3.1.3 Genexpressionsanalyse in p19ARF shRNA immortalisierten MEFs
3.1.3.1 Nachweis des Knockouts der POZ-Domäne von Miz1 und Induzierbarkeit von
Miz1 durch EBSS
MEFsARF wurden über einen Knockdown von p19ARF mit Hilfe einer shRNA immortalisiert (Ka-
pitel 2.1.6 auf Seite 25). Die Kontrolle des Miz1-Knockouts in ∆POZ MEFsARF wurde analog zum
Vorgehen bei 3T3 MEFs durch die Expressionsanalyse des Gens Miz1 mit einem am C-terminalen
und einem am N-terminalen Ende von Miz1 bindenden Primer durchgeführt. Zum Vorgehen siehe
auch Kapitel 3.1.2.1 auf Seite 58.
Abbildung 3.11 auf Seite 67 zeigt die graphische Darstellung der Genexpression von Miz1 in
MEFsARF. Bei Verwendung des N-terminalen Primers war in ∆POZ-Knockout Zellen nahezu keine
Genexpression messbar. Die Messung mit dem C-terminal bindenden Primer zeigte, dass Miz1
sowohl in Wildtyp- als auch in Knockout Zellen exprimiert wurde. Diese Ergebnisse dokumentieren






















































































Abbildung 3.11: Expressionsanalyse von Miz1 in MEFsARF mittels qPCR. Es wurden Primer verwendet,
die am C-terminalen oder am N-terminalen Ende von Miz1 binden. Darstellung der Genexpressionen als
ein Vielfaches der Genexpression in Wildtypzellen unter DMEM-Bedingungen. Erwartungsgemäß war bei
Verwendung des Primers Miz1-N in ∆POZ Zellen keine Genexpression messbar.
Ähnlich wie bei der Genexpressionsanalyse in 3T3 MEFs war auch in Wildtyp MEFsARF eine
Zunahme der Expression von Miz1 unter Hungerbedingungen zu verzeichnen. Sowohl die Mes-
sungen mit dem Primer Miz1-C als auch mit dem Primer Miz1-N zeigten, dass die Genexpression
von Miz1 in mit EBSS inkubierten Wildtypzellen grösser als die 1,5fache Genexpression derselben
Zellen unter DMEM-Bedingungen war. Gleiches gilt auch für ∆POZ Zellen bei Verwendung des
Primers Miz1-C. Das heißt, die Expression von Miz1 wird in MEFsARF durch EBSS induziert.
Auffällig ist, dass Miz1 unter DMEM-Bedingungen in ∆POZ MEFsARF deutlich schwächer ex-
primiert wurde als in Wildtyp MEFsARF. Im Gegensatz dazu wurde Miz1 in ∆POZ 3T3 MEFs
stärker exprimiert als in Wildtyp 3T3 MEFs (siehe Kapitel 3.1.2.1 auf Seite 58).
3.1.3.2 Einfluss der Miz1 POZ-Domäne auf die Genexpression Autophagie-assoziierter
Gene
Entsprechend dem Vorgehen bei 3T3 MEFs wurde auch für MEFsARF untersucht, ob der Knockout
der POZ-Domäne von Miz1 einen Einfluss auf die Genexpression hat, wenn die Zellen in DMEM,
also unter normalen Kulturbedingungen, inkubiert werden. Die Gene wurden ebenfalls in drei Grup-
pen eingeteilt, wobei die gleichen Schwellwerte wie bei der Auswertung der Miz1-Abhängigkeit der
Genexpression in 3T3 MEFs verwendet wurden (siehe Kapitel 3.1.2.2 auf Seite 59).
Die Abbildungen 3.12, 3.13 und 3.14 auf Seite 68ff zeigen die graphische Darstellung der Gen-
expressionen in Wildtyp MEFsARF und ∆POZ-Knockout MEFsARF nach Inkubation mit DMEM.
Zu Gruppe ARF 1-1 gehören die Gene ULK2, Atg3, Atg4b, Atg7, LC3a, LC3b, Atg9a und Atg12
(Abbildung 3.12 auf Seite 68). Die Expression dieser Gene betrug in ∆POZ-Knockout Zellen weni-
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ger als das 1,5fache und mehr als das 0,67fache der Expression in Wildtypzellen und zeigte damit
















































































Abbildung 3.12: In MEFsARF Miz1-unabhängig exprimierte Gene (ARF 1-1). Darstellung der Gen-
expressionen in ∆POZ-Knockout Zellen als die n-fache Genexpression der in Wildtypzellen gemessenen.
Die Genexpressionen der abgebildeten Gene waren in ∆POZ-Knockout Zellen unter DMEM-Bedingungen
kleiner als die 1,5fache bzw. grösser als die 0,67fache Genexpression der Wildtypzellen unter DMEM-
Bedingungen. Die Expression der dargestellten Gene war unabhängig von der POZ-Domäne von Miz1.
Für die Gene ULK1, Atg4a, Atg4c, Atg4d, Atg10 und Atg16L1 konnte nicht eindeutig geklärt
werden, ob eine Abhängigkeit von der POZ-Domäne von Miz1 besteht. Sie wurden daher der Grup-
pe ARF 1-2 zugeordnet (Abbildung 3.13 auf Seite 69). Die Messwerte der beiden Messungen waren
heterogen und unterschieden sich dahingehend, dass der Wert der einen Messung eine Abhängig-
keit anzuzeigen schien, während der Wert der anderen Messung innerhalb des Grenzbereichs lag
und gegen eine Abhängigkeit sprach. Für das Gen Atg5 konnte eine mögliche Abhängigkeit seiner
Expression von Miz1 ebenfalls nicht eindeutig geklärt werden, da die beiden Messungen wider-
sprüchliche Ergebnisse lieferten.
Abbildung 3.14 auf Seite 69 zeigt die Gene Atg9b, Atg16L2 und Myc, die als von der POZ-
Domäne von Miz1 abhängig eingestuft wurden (Gruppe ARF 1-3). Die Messwerte der Messungen
lagen außerhalb des festgelegten Grenzbereichs und waren in jeder Messung gleichsinnig verändert.
Dabei führte der Knockout der POZ-Domäne in MEFsARF zu einer Repression der Expression von













































































Abbildung 3.13: Gene, für deren Expression in MEFsARF die Miz1-Abhängigkeit unbestimmt ist
(ARF 1-2). Darstellung der Genexpressionen in ∆POZ-Knockout Zellen unter DMEM-Bedingungen nor-
miert auf die Genexpressionen in Wildtyp DMEM der mittels p19ARF shRNA immortalisierten MEFs. Die
Genexpressionen der abgebildeten Gene unterschieden sich in der 1. und 2. Messung, es konnte daher nicht



















































Abbildung 3.14: In MEFsARF Miz1-abhängig exprimierte Gene (ARF 1-3). Darstellung der Genexpres-
sionen in ∆POZ-Knockout Zellen als die n-fache Genexpression der in Wildtypzellen gemessenen. Für Atg9b
wurde ein technisches Replikat der 1. Messung durchgeführt. Die Genexpressionen in ∆POZ-Knockout Zel-
len unter DMEM-Bedingungen über- oder unterschritten in allen Messungen die Grenzwerte. Die dargestell-
ten Gene wurden in MEFsARF abhängig von der POZ-Domäne von Miz1 exprimiert.
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3.1.3.3 Regulation der Genexpression durch EBSS und Einfluss der POZ-Domäne von
Miz1
Auch für MEFsARF wurde geprüft, ob die Genexpressionen der ausgewählten Gene durch EBSS
reguliert wurden. Für die Gene, die eine Regulation durch EBSS erfuhren, wurde weiter untersucht,
ob das Vorhandensein der POZ-Domäne von Miz1 einen Einfluss auf diese Regulation hat. Es wur-
den die gleichen Kriterien für die Einteilung zugrunde gelegt, die bereits für 3T3 MEFs dargestellt
wurden (siehe hierzu auch Kapitel 3.1.2.3 auf Seite 61).
Keines der untersuchten Gene wurde eindeutig unabhängig von EBSS exprimiert. Die Expression
aller Gene über- bzw. unterschritt in mit EBSS inkubierten Wildtyp- oder ∆POZ Zellen in mindes-
tens einer Messung den Grenzwert. Zu den Genen der Gruppe, für die nicht eindeutig bestimmt
werden konnte, ob ihre Expression einer Regulation durch EBSS unterlag, gehören die Gene Atg3,
Atg4a, Atg4c und Atg5 (Abbildung 3.15, Gruppe ARF 2-2). Bei diesen Genen lagen die Werte der
ersten Expressionsmessung in Wildtyp EBSS und ∆POZ EBSS innerhalb des Grenzbereichs, die


































































Abbildung 3.15: Gene, für deren Expression in MEFsARF eine Regulation durch EBSS unbestimmt ist
(ARF 2-2). Die Genexpressionen der mit EBSS inkubierten Wildtypzellen (gelb) sind auf die Expressionen in
Wildtypzellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt.
Die Genexpressionen der mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (magenta) sind analog auf die Expressionen in
∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt.
Die Inkubation mit EBSS bewirkte in einer Messung in Wildtyp und/oder ∆POZ Zellen eine Induktion der
Genexpression über die Schwellwerte. In der anderen Messung löste die Inkubation mit EBSS weder in
Wildtyp noch in ∆POZ Zellen eine signifikante Änderung der Genexpression aus.
Die Gene, für die eine Abhängigkeit von EBSS nachgewiesen werden konnte, wurden weiter
unterteilt, abhängig davon, ob das Vorhandensein der POZ-Domäne von Miz1 die Regulation durch
EBSS beeinflusste oder nicht. Die Kriterien, die der Einteilung zugrundegelegt wurden, zeigt das
Schema in Abbildung 3.8 auf Seite 64.
Demnach zeigten die Gene ULK2, Atg4b, Atg9a, Atg10, Atg12 und Atg16L2 in MEFsARF eine
Miz1-unabhängige Regulation durch EBSS (Abbildung 3.16 auf Seite 71, Gruppe ARF 2-3). Die
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Inkubation mit EBSS führte in Wildtyp MEFsARF und ∆POZ-Knockout MEFsARF zu einer Induk-
tion der Genexpression. Der Induktionsanstieg war in beiden Zelltypen vergleichbar2, das heißt die

























































































Differenz zwischen normierten PCR-Zyklenzahlen
a= ∆∆Ct Wt EBSS − ∆∆Ct ∆POZ EBSS
ULK2 Atg4b Atg9a Atg10 Atg12 Atg16L2
1. Mess 0.30 ↓ 0.56 ↓ 0.09 ↓ 0.29 ↓ 0.21 ↓ 0.06 ↓
2. Mess 0.22 ↓ 0.12 ↓ 0.20 ↓ 0.09 ↓ 0.07 ↓ 0.12 ↓
Abbildung 3.16: Miz1-unabhängige Regulation der Genexpression durch EBSS in MEFsARF (ARF 2-
3). Die Genexpressionen der mit EBSS inkubierten Wildtypzellen (gelb) sind auf die Expressionen in Wild-
typzellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt. Die
Genexpressionen der mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (magenta) sind analog auf die Expressionen in
∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt.
Die Inkubation mit EBSS bewirkte einen Anstieg der Genexpressionen im Vergleich zu den mit Vollmedium
inkubierten Vergleichszellen. Der Expressionsanstieg unterschied sich nicht wesentlich zwischen Wildtyp
und Knockout Zellen, die Gene wurden unabhängig von der POZ-Domäne von Miz1 durch EBSS reguliert.
In der Tabelle kennzeichnen nach unten zeigende Pfeile Werte kleiner 0,585.
Abbildung 3.17 auf Seite 72 zeigt die Gene, für die nicht sicher geklärt werden konnte, ob die
Regulation ihrer Genexpression von der POZ-Domäne von Miz1 abhängig war (Gruppe ARF 2-
4). Die Daten der beiden Messwiederholungen zeigten widersprüchliche Ergebnisse3 oder zeigten
in einer Messung eine durch den Wegfall der POZ-Domäne ausgelöste Zunahme der Induktion
durch EBSS an, während die andere Messung eine stärkere Zunahme der Induktion durch EBSS
bei Vorhandensein der POZ-Domäne in Wildtypzellen nahelegte.4 Ersteres traf für die Gene ULK1,
Atg4d, LC3a, LC3b und Atg16L1 zu, Zweiteres für die Gene Atg7 und Atg9b.
Von allen untersuchten Genen wurde nur die Expression von Myc Miz1-abhängig durch EBSS re-
guliert (Abbildung 3.18 auf Seite 73, Gruppe ARF 2-5).5 In Zellen, die die POZ-Domäne von Miz1
2 Das bedeutet für die Differenz aus ∆∆Ct Wt EBSS und ∆∆Ct ∆POZ EBSS galt in beiden Messungen a1/2 < 0,585.
3 Das bedeutet für die Differenz aus ∆∆Ct Wt EBSS und ∆∆Ct ∆POZ EBSS, dass a1 < 0,585, a2 > 0,585.
4 Das heißt a> 0,585 in beiden Messungen, wobei einmal die Induktion in Wt EBSS (x1 > y1) und das andere Mal die
Induktion in ∆POZ EBSS (x2 < y2) stärker war.

















































































































Differenz zwischen normierten PCR-Zyklenzahlen
a= ∆∆Ct Wt EBSS − ∆∆Ct ∆POZ EBSS
ULK1 Atg4d Atg7 LC3a LC3b Atg9b Atg16L1
1. Mess 0.97 ↑ 1.01 ↑ 1.56 ↑ 1.38 ↑ 1.46 ↑ 1.46 ↑ 0.83 ↑
2. Mess 0.17 ↓ 0.43 ↓ 0.61 ↑ 0.13 ↓ 0.16 ↓ 0.67 ↑ 0.24 ↓
T. Repl. 1. Messung 0.60 ↑
Abbildung 3.17: Unbestimmte Miz1-Abhängigkeit der Regulation durch EBSS in MEFsARF (ARF 2-4).
Die Genexpressionen der mit EBSS inkubierten Wildtypzellen (gelb) sind auf die Expressionen in Wildtyp-
zellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt. Die
Genexpressionen der mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (magenta) sind analog auf die Expressionen in
∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt.
Für Atg9b wurde zusätzlich ein technisches Replikat der 1. Messung durchgeführt. Die Genexpressionen
der dargestellten Gene wurden in MEFsARF durch EBSS reguliert, eine Abhängigkeit vom Vorhandensein
der POZ-Domäne von Miz1 konnte anhand der vorliegenden Messdaten nicht eindeutig geklärt werden. In
der Tabelle kennzeichnen nach unten zeigende Pfeile Werte kleiner 0,585, nach oben zeigende kennzeichnen
Werte grösser 0,585.
enthielten, wurde die Expression von Myc nach Autophagiestimulation herunterreguliert, während


































Differenz zwischen normierten PCR-Zyklenzahlen
a= ∆∆Ct Wt EBSS − ∆∆Ct ∆POZ EBSS
Myc
1. Mess 3.48 ↑
2. Mess 1.37 ↑
Abbildung 3.18: Miz1-abhängige Regulation der Genexpression durch EBSS in MEFsARF (ARF 2-5).
Die Genexpressionen der mit EBSS inkubierten Wildtypzellen (gelb) sind auf die Expressionen in Wild-
typzellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt. Die
Genexpressionen der mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (magenta) sind analog auf die Expressionen in
∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen normiert und als die n-fachen Genexpressionen dieser dargestellt.
Myc zeigte eine von der POZ-Domäne von Miz1 abhängige Regulation. Die Inkubation mit EBSS, die in
Wildtypzellen zu einer Abnahme der Genexpression von Myc führte, bewirkte in Knockout Zellen, denen
die POZ-Domäne von Miz1 fehlt, eine Zunahme der Genexpression. In der Tabelle kennzeichnen nach oben
zeigende Pfeile Werte größer 0,585.
3.2 Substitution von humanem Miz1 durch retrovirale
Infektion
In Kapitel 3.1 auf Seite 56 wurde die Expression der ausgewählten Gene in 3T3 MEFs und in
MEFsARF untersucht. Die Genexpressionen in Wildtypzellen wurden mit denen in ∆POZ-Knockout
Zellen verglichen. Ein Nachteil des Vergleichs von Wildtyp- und Knockout Zellen ist, dass die Zel-
len zu unterschiedlichen Zelllinien gehören. Es ist daher nicht auszuschliessen, dass Unterschiede
in den Messungen auf Mutationen beruhen, die spontan in einer Zelllinie entstanden sind. Der Ver-
gleich der Genexpression in Wildtypzellen mit derjenigen in Knockout Zellen ist daher mit einiger
Unsicherheit behaftet. Um das Problem der unterschiedlichen Zelllinien zu umgehen und damit ei-
ne bessere Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde humanes Miz1 über eine retrovirale Infektion in
∆POZ-Knockout Zellen eingebracht. Auf diese Weise können die Veränderungen, die durch das
Fehlen der POZ-Domäne hervorgerufen werden, ausgehend von einer einzigen Zelllinie untersucht
werden.
Die Infektion von ∆POZ Zellen mit dem pBABE-Virus erfolgte wie in Kapitel 2.2.1.4 auf Seite 28
beschrieben. Durch die Infektion mit pB-Miz1 wurde ein Expressionsvektor für humanes Miz1 in
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die Zellen eingebracht. Humanes Miz1 besteht aus 803 Aminosäuren und weist auf Proteinebene
eine 92%ige Homologie zu murinem Miz1 auf [Peukert et al., 1997]. Als Vergleichszellen wurden
∆POZ Zellen mit einem Leervektor (pB-⊘) infiziert, der nicht für Miz1 kodiert. Der Erfolg der In-
fektion konnte durch die Infektion mit pBABE H2B-GFP nachgewiesen werden (Kapitel 2.2.1.5 auf
Seite 29). Die Infektionseffizienz wurde durch Auszählen der grün fluoreszierenden Zellkerne unter
dem Mikroskop ermittelt und betrug im ersten Experiment der Infektion von 3T3 MEFs 14,8 % und
im zweiten 14,0 %. Bei infizierten ∆POZ 3T3 MEFs erfolgte in jedem Experiment eine Puromycin-
Selektion, bei MEFsARF war eine Selektion mit Hilfe von Puromycin nicht möglich (Kapitel 2.2.1.4
auf Seite 28). Da bei diesen Zellen eine transiente Infektion erfolgte, ist nicht sicher, wieviele Zellen
zum Zeitpunkt des Experiments mit dem pBABE Vektor substituiert waren.
Ein Teil der Zellen wurde dann durch Inkubation mit EBSS zu Autophagie stimuliert, während
ein weiterer Teil für die gleiche Zeit mit DMEM inkubiert wurde (Kapitel 2.2.1.3 auf Seite 27).
Je nach Versuchsaufbau wurde dann für die qPCR RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben, Ge-
samtzelllysate für die Proteinanalyse gewonnen oder Fixierungen für die Elektronenmikroskopie
vorgenommen.
Es wurden zwei unabhängige Infektionen von 3T3 MEFs durchgeführt (Experiment 1 und 2). In
Experiment 3 erfolgte keine neue Infektion der Zellen, sondern es wurden die Zellen einer Zellscha-
le aus dem zweiten Experiment nach erfolgter Selektion so lange weiter kultiviert und neu ausgesät,
bis erneut ausreichend viele Zellen für ein weiteres Experiment zur Verfügung standen (Experiment
3). ∆POZ MEFsARF wurden nur einmal mit den Vektor-tragenden Viren infiziert (Experiment 1).
3.2.1 Nachweis der Miz1-Substitution auf Proteinebene
Um den Erfolg der viralen Infektion nachzuweisen und zu zeigen, dass das humane Miz1 auch auf
Proteinebene nachweisbar war, wurde eine Immundetektion für Miz1 durchgeführt. Wie in Kapi-
tel 2.2.4.1 auf Seite 51 beschrieben, wurden Gesamtzelllysate aus acht konfluent gewachsenen Ge-
webekulturschalen von mit pB-Miz bzw. pB-⊘ infizierten ∆POZ Zellen hergestellt. In einer SDS-
Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.4.4 auf Seite 53) wurden die Proteine aufgetrennt und mit Hilfe eines
Westernblots auf eine Nitrozellulosemembran übertragen (s. Kapitel 2.2.4.5 auf Seite 54). Da sich in
früheren Experimenten im Rahmen der Diplomarbeit von Mareike Müller gezeigt hatte, dass der Er-
stantikörper von Miz1 im Westernblot sehr unspezifisch ist, wurden in der SDS-Gelelektrophorese
neben Gesamtzelllysaten auch immunpräzipitiertes Miz1 aufgetrennt (Kapitel 2.2.4.3 auf Seite 52).
Die Immundetektion erfolgte wie in Kapitel 2.2.4.6 auf Seite 55 angegeben.
Die Unterscheidung des humanen, substituierten Miz1 von dem trunkierten, murinen Miz1 der
∆POZ Zellen erfolgte anhand der Größenunterschiede der beiden Proteine. Murines Miz1 ist ein ca.
110 kDa großes Protein, das in der Elektrophorese auf praktisch gleicher Höhe mit dem nur 9 AS
längeren, humanen Miz1 läuft. Das trunkierte Miz1 der ∆POZ Zellen läuft in der Elektrophorese
schneller, da es um 100 AS kürzer ist als das Wildtyp-Miz1.
Es wurden Immundetektionen von Miz1 in den Experimenten 2 und 3 der Infektion von 3T3
MEFs und für die Infektion von MEFsARF durchgeführt. Da aus MEFsARF nur sehr geringe Prote-
inmengen isoliert werden konnten, konnte die Immundetektion von Miz1 in MEFsARF nicht erfolg-
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reich durchgeführt werden. Sowohl das trunkierte als auch das humane, substituierte Miz1 konnten














































Abbildung 3.19: Immundetektion von Miz1 in mit pB-⊘ oder pB-Miz1 infizierten ∆POZ 3T3 MEFs
(Experiment 2 der Infektion von 3T3 MEFs). In mit pB-⊘ oder pB-Miz1 infizierten Zellen ist das trun-
kierte, murine Miz1 sowohl nach der Immunpräzipitation als auch im Gesamtzelllysat als dünne Bande (Spur
1, 2, 3 und 5) nachzuweisen. Das humane, substituierte Miz1 ist in der Immunpräzipitation sowie im Ge-
samtzelllysat von mit pB-Miz1 infizierten ∆POZ Zellen als dicke Bande zu erkennen (Spur 2 und 5). Nicht
detektiert wurde Miz1 in den Überständen der Proteinlösung nach Miz1-Immunpräzipitation (Spur 4 und 6)
sowie in den mit IgG oder ohne AK inkubierten Zelllysaten (Spur 7 und 8). Gelelektrophorese in 8%igem
SDS-Gel.
Abbildung 3.19 zeigt das Ergebnis der Immundetektion von Miz1 in den retroviral infizierten
∆POZ Zellen der 3T3 MEFs. Es handelt sich um das 2. Experiment der Infektion von 3T3 MEFs.
Spur 1 und 2 zeigen die Immundetektion des in der Immunpräzipitation aufgereinigten Miz1. Es ist
zu erkennen, dass die mit dem Leervektor infizierten Knockout-Zellen (pB-⊘) nur das trunkierte
Miz1 exprimieren, welches als dünne Bande in Spur 1 zu erkennen ist. Die ∆POZ-Knockout Zel-
len, die mit pB-Miz1 infiziert wurden, zeigen neben der Bande des trunkierten Miz1 zusätzlich eine
dicke ca. 110 kDa große Bande, die dem humanen substituierten Miz1 entspricht (Spur 2). Da es
um 120 AS länger ist als das trunkierte Miz1, läuft es in der Elektrophorese langsamer. Die Ban-
de erscheint deutlich dicker als die des trunkierten Miz1 und spricht für eine Überexpression des
humanen Miz1.
Um sicherzustellen, dass Miz1 in der Immunpräzipitation vollständig aus der Gesamtproteinlö-
sung isoliert worden war, wurde der Überstand der Proteinlösung ebenfalls durch eine Immunde-
tektion auf das Vorhandensein von Miz1-Protein untersucht. Wie erwartet ist nach Herausfiltern von
Miz1 im Überstand kein Miz1 mehr detektierbar (Spur 4 und 6).
In den Spuren 3 und 5 sind die Immundetektionen der Gesamtzelllysate (5%-Input) zu sehen. Es
wurden 5% der für die Immunpräzipitation eingesetzten Protein-Menge aufgetragen. Wie in der Ab-
bildung zu erkennen ist, erwies sich der Erstantikörper von Miz1 als ausreichend spezifisch, sodass
bei der Immundetektion von Miz1 im Gesamtzelllysat keine unspezifischen Banden nachzuweisen
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sind. Das Bandenmuster der mit pB-⊘ bzw. pB-Miz1 infizierten Knockout-Zellen entsprechen den
Ergebnissen der Detektion des präzipitierten Miz1 in den Spuren 1 und 2. In weiteren Immundetek-
tionen wurde daher auf eine Immunpräzipitation von Miz1 verzichtet.
Als Kontrollen wurden die Zelllysate der mit pB-⊘ oder pB-Miz1 infizierten Zellen mit einem
IgG-Antikörper aus Kaninchenserum anstelle des Miz1-Antikörpers bzw. ganz ohne Antikörper
inkubiert. Wie in den Spuren 7 und 8 zu sehen ist, wurde hier weder das trunkierte murine Miz1
noch das humane Miz1 detektiert.
Die Immundetektion des 3. Experiments der Infektion von 3T3 MEFs ist in Abbildung 3.20










Abbildung 3.20: Immundetektion von Miz1 in mit pB-⊘ oder pB-Miz1 infizierten ∆POZ-3T3 MEFs
(Experiment 3 der Infektion von 3T3 MEFs). Die Immundetektionen wurden in Gesamtzelllysaten der
infizierten ∆POZ Zellen durchgeführt. In mit pB-⊘ infizierten Zellen ist das trunkierte, murine Miz1 als
schwache Bande (Spur 1) nachzuweisen. In mit pB-Miz1 infizierten Zellen ist, zusätzlich zum trunkierten
Miz1 der ∆POZ Zellen, das humane, substituierte Miz1 als dicke Bande zu erkennen (Spur 2). Gelelektro-
phorese in 8%igem SDS-Gel.
fizierten Zellen durchgeführt. Auf eine Immunpräzipitation wurde verzichtet. Bei den mit pB-⊘
infizierten ∆POZ-Knockout Zellen ist in der Immundetektion eine schwache Bande nachzuweisen,
die dem trunkierten murinen Miz1 entspricht. Das nicht-trunkierte humane Miz1 ist erwartungs-
gemäß nicht nachzuweisen (Spur 1). In Spur 2 ist neben dem trunkierten Miz1 auch das etwas
größere nicht trunkierte hMiz1, das über die Infektion in die Zellen pB-Miz1 eingebracht wurde, zu
erkennen. Aufgrund der Überexpression des humanen Miz1 erscheint die Bande deutlich dicker.
Die Immundetektionen beweisen, dass die mit pB-Miz1 infizierten Knockout Zellen von 3T3
MEFs das humane Miz1 auf Proteinebene überexprimieren.
3.2.2 Einfluss der retroviralen hMiz1-Substitution auf die Genexpression
3.2.2.1 Qualitätsnachweis der verwendeten RNAs
Es wurden Genexpressionsmessungen in mit pB-Miz1 oder pB-⊘ infizierten ∆POZ Zellen durch-
geführt. RNA aus 3T3 MEFs stand aus den Experimenten 1-3 zur Verfügung, RNA aus MEFsARF
wurde nur einmal isoliert. Die RNA wurde wie in Kapitel 2.2.3.9 auf Seite 49 beschrieben isoliert,
DNase verdaut (Kapitel 2.2.3.10 auf Seite 49) und in cDNA umgeschrieben (Kapitel 2.2.3.12 auf
Seite 51).
Die Abbildungen 3.21 (a)–(c) auf Seite 77 zeigen die RNA aus den Experimenten 1-3 der Infek-




































































































Abbildung 3.21: RNAs, die aus mit pB-⊘ und pB-Miz1 infizierten ∆POZ MEFs isoliert wurden. Die
RNAs wurden mittels Gelelektrophorese in einem 1%igen TBE-Agarosegel aufgetrennt. (a) zeigt DNase-
verdaute RNA aus Experiment 1 der 3T3 MEFs-Infektion, (b) DNase-verdaute RNA aus Experiment 2 der
3T3 MEFs-Infektion, (c) DNase-verdaute RNA aus Experiment 3 der 3T3 MEFs-Infektion. In Abbildung (d)
ist die DNase-verdaute RNA aus der einzigen Infektion von MEFsARF dargestellt. Die beiden Banden stellen
die ribosomalen RNAs 28s (5 kb) und 18s (1,9 kb) dar. Zwischen den beiden Banden ist kein RNA-Abbau
zu erkennen [Bastard et al., 2002].
Alle Rohdaten der mittels qPCR ermittelten Werte sind im Ordner „Rohdaten der qPCR“ auf der
beiliegenden CD zu finden. Eine Übersicht zu den vorgenommenen Einteilungen der Gene sind den
Tabellen A.1 und A.2 im Anhang zu entnehmen.6
6 In den folgenden Kapiteln wird für die Beschreibung „Abhängigkeit von der POZ-Domäne von Miz1“ die Bezeich-
nung „Miz1-abhängig“ bzw. „Miz1-unabhängig“ synonym verwendet.
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3.2.2.2 Genexpressionsanalyse in mit pB-⊘ und pB-Miz1 infizierten ∆POZ 3T3 MEFs
3.2.2.2.1 Einfluss von hMiz1 auf die Genexpression Autophagie-assoziierter Gene Das
Fehlen der POZ-Domäne von Miz1 in ∆POZ-Knockout Zellen führte bei einigen der untersuchten
Gene zu einer im Vergleich zu Wildtypzellen veränderten Genexpression. Es wurde nun untersucht,
ob die retrovirale Substitution von Miz1 in ∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen zu einer Än-
derung der Genexpression im Vergleich zu mit einem Leervektor infizierten ∆POZ Zellen führt.
Abbildung 3.22 auf Seite 79 zeigt die graphischen Darstellungen der Ergebnisse der Genexpres-
sionsmessungen. Es sind die drei durchgeführten Messwiederholungen (Experiment 1-3) und der
daraus gebildete Mittelwert dargestellt. Für Atg9b wurde der Mittelwert aus insgesamt sechs Wer-
ten berechnet, nämlich aus den Werten der drei biologisch unabhängigen Messungen 1-3 sowie aus
je einem technischen Replikat der Messung 1-3. Es erfolgte eine Einteilung analog zum Vorgehen
bei nicht-infizierten 3T3 MEFs und MEFsARF, wobei die gleichen Grenzwerte verwendet wurden
(Kapitel 2.2.3.2 auf Seite 33).
Die Mittelwerte der Genexpressionen, die in mit pB-Miz1 infizierten Zellen gemessen wurden,
wichen nicht stark von den Genexpressionen der mit dem Leervektor infizierten Zellen ab. Bis
auf das Gen Atg3 befanden sich die Mittelwerte der untersuchten Genexpressionen innerhalb der
Schwellwerte. Die Expression von Atg3 war in mit pB-Miz1 infizierten ∆POZ Zellen fast 2fach
reprimiert im Vergleich zu den mit pB-⊘ infizierten ∆POZ Zellen. Seine Expression war damit
kleiner als der untere Grenzwert. Unter Berücksichtigung der gewählten Einteilungskriterien ist
festzustellen, dass die Expression von Atg3 in ∆POZ 3T3 MEFs durch die retrovirale Substitution
von humanem Miz1 reprimiert wurde (Gruppe Inf3T3 1-3). Allerdings ist dieses Ergebnis aufgrund
der großen Schwankungen innerhalb der drei Messungen unsicher. Da der Schwellwert innerhalb
der Standardabweichung liegt, ist es auch möglich, dass die hier festgestellte Abhängigkeit nicht
besteht. Die übrigen untersuchten Gene zeigten eine von humanem Miz1 und damit von der POZ-
























































































































































































Abbildung 3.22: Abhängigkeit der Genexpression von der POZ-Domäne von hMiz1 in mit pB-⊘ oder
pB-Miz1 infizierten ∆POZ 3T3 MEFs. Die Genexpressionen der mit pB-Miz1 infizierten und mit DMEM
inkubierten ∆POZ Zellen sind auf die Expression der mit pB-⊘ infizierten und DMEM inkubierten ∆POZ
Zellen normiert und als n-fache Expression dieser abgebildet. Es sind jeweils die Werte der drei biologisch
unabhängigen Messungen dargestellt (grün) sowie der daraus berechnete Mittelwert mit Standardabweichung
(grün schraffiert). Für Atg9b sind außerdem die Werte der technischen Replikate abgebildet, die in die Be-
rechnung des Mittelwerts für Atg9b eingehen (türkis). Die Genexpression von Atg3 wird nach den verwen-
deten Einteilungskriterien durch Substitution von humanem Miz1 reprimiert.
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3.2.2.2.2 Regulation der Genexpression durch EBSS und Einfluss von hMiz1 Um zu
prüfen, ob die Expressionen der ausgewählten Gene in den infizierten ∆POZ Zellen durch EBSS re-
guliert werden, wurden die Genexpressionen in mit DMEM inkubierten Zellen denen der mit EBSS
inkubierten Vergleichszellen gegenübergestellt. Es wurden die gleichen Grenzen wie für die Aus-
wertung der Genexpressionen in 3T3 MEFs und MEFsARF ohne retrovirale Infektion angewendet
(Kapitel 2.2.3.2 auf Seite 33). Für keines der untersuchten Gene konnte eine von der Stimulati-
on durch EBSS unabhängige Expression festgestellt werden. Die Genexpression nach Inkubation
mit EBSS wich entweder in mit pB-⊘ oder in mit pB-Miz1 infizierten Zellen oder in beiden mehr
als innerhalb des festgelegten Grenzbereichs von der Expression der mit DMEM inkubierten Ver-
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Differenz zwischen normierten PCR-Zyklenzahlen
a= ∆∆Ct ∆POZ pB-⊘ EBSS - ∆∆Ct ∆POZ pB-Miz1 EBSS
ULK1 ULK2 Atg4a Atg4c Atg4d Atg5 Atg7 LC3a LC3b Atg9a Atg12 Atg16L2 Myc
0.05 0.43 0.44 0.28 0.23 0.35 0.35 0.22 0.34 0.13 0.57 0.38 0.26
Abbildung 3.23: Miz1-unabhängige Regulation der Genexpression durch EBSS in mit pB-⊘ und pB-
Miz1 infizierten 3T3 MEFs (Inf3T3 2-3). Die Genexpressionen der mit pB-⊘ infizierten und mit EBSS in-
kubierten ∆POZ Zellen (rot schraffiert) sind auf die Expression derselben Zellen unter DMEM-Bedingungen
normiert und als n-fache Expression dieser dargestellt. Analog sind die Genexpressionen der mit pB-Miz1
infizierten und mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (blau schraffiert) auf die Expression der mit pB-Miz1
infizierten ∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen bezogen und als n-fache Expression dieser abgebildet.
Es sind die aus den Messungen 1-3 berechneten Mittelwerte mit Standardabweichungen dargestellt. Die in
der Tabelle abgebildeten Differenzen sind kleiner 0,585.
Als nächstes wurde untersucht, ob die durch EBSS regulierten Gene Miz1-abhängig oder -unab-
hängig durch EBSS reguliert werden. Hierfür wurde die Genexpression der mit pB-⊘ infizierten und
mit EBSS inkubierten Zellen auf die Expression derselben Zellen unter Vollmedium-Bedingungen
normiert. Analog wurde die Expression der gehungerten mit pB-Miz1 infizierten Zellen auf die
Expression der mit Vollmedium inkubierten und mit pB-Miz1 infizierten Zellen bezogen. In die
Auswertung gehen die Werte der Messung 1-3 ein. In Abbildung 3.23 und Abbildung 3.24 auf
Seite 81 sind die aus diesen Werten berechneten Mittelwerte dargestellt. Eine Miz1-unabhängige
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Regulation zeigten die Gene ULK1, ULK2, Atg4a, Atg4c, Atg4d, Atg5, Atg7, LC3a, LC3b, Atg9a,
Atg12, Atg16L2 und Myc (Abbildung 3.23 auf Seite 80, Gruppe Inf3T3 2-3). Die Gene zeigten eine
durch EBSS regulierte Genexpression, die keine Abhängigkeit von der POZ-Domäne von Miz1
aufwies. Bis auf die Expression des Gens Myc stieg die Genexpression nach Inkubation mit EBSS
sowohl in mit pB-⊘ als auch mit pB-Miz1 infizierten Zellen an. Die Höhe der durch die Inkubation
mit EBSS ausgelösten Expressionsänderung betrug jedoch zwischen Zellen, die das humane Miz1
und damit die POZ-Domäne enthielten (pB-Miz1), und Zellen, die lediglich das trunkierte, murine
Miz1 aufwiesen (pB-⊘), weniger als 0,585 in den ∆∆Ct Werten und überstieg damit nicht den
Grenzwert. Die Expression von Myc sank in mit EBSS inkubierten Zellen, der Expressionsabfall
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Differenz zwischen normierten PCR-Zyklenzahlen
a= ∆∆Ct ∆POZ pB-⊘ EBSS - ∆∆Ct ∆POZ pB-Miz1 EBSS
Atg3 Atg4b Atg9b Atg10 Atg16L1
1.20 0.74 1.08 1.05 0.77
Abbildung 3.24: Miz1-abhängige Regulation der Genexpression durch EBSS in mit pB-⊘ und pB-
Miz1 infizierten 3T3 MEFs (Inf3T3 2-5). Die Genexpressionen der mit pB-⊘ infizierten und mit EBSS in-
kubierten ∆POZ Zellen (rot schraffiert) sind auf die Expression derselben Zellen unter DMEM-Bedingungen
normiert und als n-fache Expression dieser dargestellt. Analog sind die Genexpressionen der mit pB-Miz1
infizierten und mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (blau schraffiert) auf die Expression der mit pB-Miz1 in-
fizierten ∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen bezogen und als n-fache Expression dieser abgebildet. Es
sind die aus den Messungen 1-3 berechneten Mittelwerte mit Standardabweichungen dargestellt. Für Atg9b
gehen in die Berechnung des Mittelwertes außerdem die Werte der technischen Replikate der Messung 1 und
2 ein. Die in der Tabelle abgebildeten Differenzen sind grösser 0,585.
Eine von der POZ-Domäne abhängige Regulation zeigten die Gene Atg3, Atg4b, Atg9b, Atg10
und Atg16L1 (Abbildung 3.24, Gruppe Inf3T3 2-5). Bei Atg3 und Atg4b war in den Zellen, die das
humane Miz1 und damit die POZ-Domäne enthielten, im Gegensatz zu den mit dem Leervektor
infizierten Zellen ein Anstieg der Genexpression nach der Stimulation durch EBSS zu verzeich-
nen. Die Genexpressionen der Gene Atg9b, Atg10 und Atg16L1 wurden in Zellen, die das hMiz1
enthielten, stärker durch EBSS induziert als in Zellen, die das trunkierte Miz1 enthielten (pB-⊘).
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Die Substitution des humanen Miz1 bewirkte somit eine stärkere Zunahme der Genexpression nach
Inkbuation mit EBSS als die EBSS-Stimulation der mit dem Leervektor infizierten ∆POZ Zellen
3.2.2.3 Genexpressionsanalyse in mit pB-⊘ und pB-Miz1 infizierten ∆POZ MEFsARF
3.2.2.3.1 Einfluss von hMiz1 auf die Genexpression Autophagie-assoziierter Gene Die
mit pB-⊘ und pB-Miz1 infizierten ∆POZ MEFsARF wurden auf Genexpressionsveränderungen un-
tersucht, die auf das Einbringen des nicht trunkierten, humanen Miz1 zurückzuführen sind. Hierfür
wurden die Genexpressionen der mit dem Leervektor infizierten Zellen mit den Genexpressionen
der mit pB-Miz1 infizierten Zellen jeweils unter DMEM-Bedingungen verglichen. Die Ergebnisse
beruhen auf den Werten einer einzigen durchgeführten Messung. Die für die Einteilung der Ge-
ne verwendeten Grenzwerte entsprechen denen, die für nicht-infizierte 3T3 MEFs und MEFsARF
zugrunde gelegt wurden (Kapitel 2.2.3.2 auf Seite 33).
Abbildung 3.25 zeigt die Gene ULK1, ULK2, Atg4b, Atg4c, Atg4d, LC3a, Atg9a, Atg12, Atg16-
L1, Atg16L2 und Myc, die eine von der POZ-Domäne von Miz1 unabhängige Genexpression in
infizierten ∆POZ MEFsARF aufwiesen (Gruppe InfARF 1-1). Die Expression in mit humanem Miz1
infizierten ∆POZ MEFsARF wich nicht mehr als innerhalb der festgelegten Grenzen von der in mit






































Abbildung 3.25: Von der POZ-Domäne unabhängige Genexpression in mit pB-⊘ oder pB-Miz1 infi-
zierten ∆POZ MEFsARF (InfARF 1-1). Die Genexpressionen der mit pB-Miz1 infizierten und mit DMEM
inkubierten ∆POZ Zellen sind auf die Expression der mit pB-⊘ infizierten und DMEM inkubierten ∆POZ
Zellen normiert und als n-fache Expression dieser abgebildet. Es sind die Werte einer Messung dargestellt.
Die Genexpressionen in mit pB-Miz1 infizierten ∆POZ Zellen wichen nicht mehr als innerhalb der festge-
legten Grenzen von der Expression der mit dem Leervektor infizierten ∆POZ Zellen ab. Die Substitution
von humanem Miz1 bewirkte in ∆POZ Zellen keine nach den gewählten Einteilungskriterien signifikante
Änderung der Genexpression.
Einen Anstieg der Genexpression auf mehr als das 1,5fache bewirkte die Substitution von hMiz
bei den Genen Atg3, Atg4a, Atg5, Atg7, LC3b, Atg9b und Atg10 (Abbildung 3.26 auf Seite 83).


































Abbildung 3.26: Von der POZ-Domäne abhängige Genexpression in mit pB-⊘ oder pB-Miz1 infizier-
ten ∆POZ MEFsARF (InfARF 1-3). Die Genexpressionen der mit pB-Miz1 infizierten und mit DMEM inku-
bierten ∆POZ Zellen sind auf die Expression der mit pB-⊘ infizierten und DMEM inkubierten ∆POZ Zellen
normiert und als n-fache Expression dieser abgebildet. Es sind die Werte einer einzelnen Messung darge-
stellt. Die Expression der dargestellten Gene war in mit pB-Miz1 infizierten Zellen unter Berücksichtigung
der gewählten Einteilungskriterien signifikant erhöht im Vergleich zur Genexpression in mit pB-⊘ infizier-
ten Zellen. Das Einbringen der POZ-Domäne durch die Substitution von humanem Miz1 bewirkte in ∆POZ
MEFsARF einen Anstieg der Genexpression.
fARF 1-3). Die Genexpressionen in mit pB-Miz1 infizierten Zellen war im Vergleich zu den mit
dem Leervektor infizierten ∆POZ MEFsARF unter Berücksichtigung der gewählten Einteilungskri-
terien signifikant erhöht.
3.2.2.3.2 Regulation der Genexpression durch EBSS und Einfluss von hMiz1 Es wurde
untersucht, ob die Inkubation mit EBSS einen Einfluss auf die Genexpression der ausgewählten
Gene in den mit pB-⊘ und pB-Miz1 infizierten ∆POZ MEFsARF nimmt. Die Genexpressionen
der mit pB-⊘ infizierten und mit EBSS inkubierten Zellen wurden auf die Expression derselben
Zellen unter Vollmedium-Bedingungen normiert. Analog wurde die Expression der gehungerten
mit pB-Miz1 infizierten Zellen auf die Expression der mit Vollmedium inkubierten und mit pB-
Miz1 infizierten Zellen bezogen. Die Einteilung der Gene erfolgte anhand der gleichen Kriterien,
die für nicht-infizierte 3T3 MEFs und MEFsARF verwendet wurden (Kapitel 2.2.3.2 auf Seite 33).
Die Auswertungen beruhen auf den Daten einer Messung. Für jedes der untersuchten Gene konn-
te in den infizierten ∆POZ MEFsARF eine Regulation der Genexpression durch EBSS festgestellt
werden. Die Inkubation mit EBSS bewirkte in mit pB-⊘ oder in mit pB-Miz1 infizierten Zellen
oder in beiden eine 1,5fache Induktion der Genexpression im Vergleich zu mit DMEM inkubier-

















































Differenz zwischen normierten PCR-Zyklenzahlen
a= ∆∆Ct ∆POZ pB-⊘ EBSS - ∆∆Ct ∆POZ pB-Miz1 EBSS
ULK1 ULK2 Atg4c Atg4d Atg16L1 Atg16L2
0.38 0.05 0.44 0.48 0.44 0.25
Abbildung 3.27: Miz1-unabhängige Regulation der Genexpression durch EBSS in mit pB-⊘ und pB-
Miz1 infizierten MEFsARF (InfARF 2-3). Die Genexpressionen der mit pB-⊘ infizierten und mit EBSS
inkubierten ∆POZ Zellen (rot) sind auf die Expression derselben Zellen unter DMEM-Bedingungen nor-
miert und als n-fache Expression dieser dargestellt. Analog sind die Genexpressionen der mit pB-Miz1 in-
fizierten und mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (hellblau) auf die Expression der mit pB-Miz1 infizierten
∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen bezogen und als n-fache Expression dieser abgebildet. Es sind die
Werte einer einzelnen Messung dargestellt. Die abgebildeten Gene zeigten eine durch EBSS regulierte Gen-
expression, die keine Abhängigkeit von der POZ-Domäne von Miz1 zeigte. Die Genexpression stieg nach
Inkubation mit EBSS sowohl in mit pB-⊘ als auch mit pB-Miz1 infizierten Zellen an, der Unterschied des
Expressionsanstiegs war jedoch gering. Die in der Tabelle abgebildeten Differenzen sind kleiner als 0,585.
Die Gene, deren Expressionen anhand der dargestellten Kriterien als durch EBSS reguliert ein-
gestuft wurden, wurden weiter aufgeteilt, je nachdem ob ihre Genexpression Miz1-abhängig oder
-unabhängig durch EBSS reguliert wurde.
Eine durch die Inkubation mit EBSS induzierte Genexpression, die von der POZ-Domäne von
Miz1 unabhängig war, zeigten die Gene ULK1, ULK2, Atg4c, Atg4d, Atg16L1 und Atg16L2 (Ab-
bildung 3.27, Gruppe InfARF 2-3). Der Genexpressionsanstieg durch die Inkubation mit EBSS war
in mit pB-Miz1 infizierten und mit pB-⊘ infizierten Zellen vergleichbar.
Abbildung 3.28 auf Seite 85 zeigt die Gene Atg3, Atg4a, Atg4b, Atg5, Atg7, LC3a, LC3b, Atg9a,
Atg9b, Atg10, Atg12 und Myc, welche eine Miz1-abhängige Induktion der Genexpression aufwie-
sen (Gruppe InfARF 2-5). Die Inkubation mit EBSS bewirkte eine Induktion der Genexpression,
die jedoch in mit pB-Miz1 infizierten Zellen schwächer ausfiel als in mit pB-⊘ infizierten Zellen.
Das heißt, die Genexpression wurde in Zellen, die lediglich das trunkierte, murine Miz1 enthielten,
stärker durch EBSS induziert als in Zellen, in die die POZ-Domäne eingebracht wurde. Die Ex-
pression von Myc wurde als einzige durch die Inkubation mit EBSS reprimiert. Dabei führte das
Vorhandensein der POZ-Domäne in mit pB-Miz1 infizierten Zellen zu einer stärkeren Repression






































































Differenz zwischen normierten PCR-Zyklenzahlen
a= ∆∆Ct ∆POZ pB-⊘ EBSS - ∆∆Ct ∆POZ pB-Miz1 EBSS
Atg3 Atg4a Atg4b Atg5 Atg7 LC3a LC3b Atg9a Atg9b Atg10 Atg12 Myc
1.10 1.10 1.47 1.55 0.85 0.64 1.16 0.81 3.22 0.91 0.62 1.52
Abbildung 3.28: Miz1-abhängige Regulation der Genexpression durch EBSS in mit pB-⊘ und pB-
Miz1 infizierten MEFsARF (InfARF 2-5). Die Genexpressionen der mit pB-⊘ infizierten und mit EBSS
inkubierten ∆POZ Zellen (rot) sind auf die Expression derselben Zellen unter DMEM-Bedingungen normiert
und als n-fache Expression dieser dargestellt. Analog sind die Genexpressionen der mit pB-Miz1 infizierten
und mit EBSS inkubierten ∆POZ Zellen (hellblau) auf die Expression der mit pB-Miz1 infizierten ∆POZ
Zellen unter DMEM-Bedingungen bezogen und als n-fache Expression dieser abgebildet. Es sind die Werte
einer einzelnen Messung dargestellt. Die Genexpressionen der dargestellten Gene wurden in Zellen, die das
trunkierte Miz1 enthielten (pB-⊘), stärker durch EBSS induziert als in Zellen, die das hMiz1 enthielten (pB-
Miz1). Die Expression von Myc wurde in Zellen, die die POZ-Domäne enthielten (pB-Miz1), stärker durch
EBSS reprimiert als in Zellen, die das trunkierte Miz1 aufwiesen. Die in der Tabelle abgebildeten Differenzen
sind grösser 0,585.
3.2.3 Einfluss der retroviralen hMiz1-Substitution auf die Morphologie
Veränderungen, die im Rahmen der Autophagie in der Zelle entstehen, sollten auch auf morpholo-
gischer Ebene untersucht werden. Hierfür wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen von mit
pB-⊘ und pB-Miz1 infizierten ∆POZ-Knockout Zellen angefertigt und vergleichend ausgewertet.
Die Zellen wurden dahingehend untersucht, ob das Vorhandensein der POZ-Domäne von Miz1
einen Einfluss auf die Morphologie der Zellen hat und ob die Anzahl oder Struktur der autopha-
gischen Vakuolen dadurch beeinflusst wird. Analog zu den vorherigen Kapiteln wurden die Zellen
auch in diesem Experiment in einem Stimulationsversuch durch AS-Entzug zur Autophagie ange-
regt. Es wurde untersucht, ob die Induktion der Autophagie morphologisch fassbare Veränderun-
gen im Vergleich zu unstimulierten Zellen hervorruft und wie sich diese Veränderungen zwischen
Zellen, die das vollständige Miz1-Gen enthalten und solchen, denen die POZ-Domäne von Miz1




Es wurden mit pB-⊘ oder pB-Miz1 infizierte ∆POZ 3T3 MEFs aus dem 2. und 3. Experiment
der viralen Infektion ausgewertet. Die Aufbereitung der Zellen erfolgte wie in Kapitel 2.2.2 auf
Seite 29 beschrieben.
Autophagie ist ein dynamischer Prozess aus Autophagosomenbildung, Fusion der Autophago-
somen mit primären Lysosomen und lysosomalem Abbau des sequestrierten Materials. Der stetige
Fluss durch das autophagisch-lysosomale Kompartiment wird auch als „autophagischer Flux“ be-
zeichnet. Während basaler Autophagie kommt es zu einem Gleichgewicht aus Neubildung von
Autophagosomen und der Umwandlung dieser in Autolysosomen. Der Begriff autophagische Va-
kuole dient dabei als Überbegriff für Autophagosomen und Autolysosomen. Die Heterogenität von
Autolysosomen kommt dadurch zustande, dass sich die autophagischen Vakuolen in verschiede-
nen Reifestadien befinden. Die Morphologie, der in einer Zelle vorkommenden autophagischen
Vakuolen kann daher stark variieren, wobei die Unterschiede sowohl die Begrenzung (Autopha-
gosom: Doppelmembran; Autolysosom: Einfachmembran) als auch den Inhalt der autophagischen
Vakuolen betreffen. Neben von einer Doppelmembran umschlossenen Vesikeln mit unverdautem,
zytoplasmatischen Inhalt, die zum Teil auch intrazelluläre Organellen wie Mitochondrien oder Teile
von ER einschliessen, gibt es Vakuolen, die von einer einzelnen Membran umschlossen sind und
zytoplasmatisches Material in unterschiedlichen Stadien des Abbaus enthalten [Mizushima et al.,
2010].
Bei der Auswertung der beiden durchgeführten Experimente konnten drei grundsätzliche Ty-
pen autophagischer Vakuolen identifiziert werden. Um eine eindeutige Zuordnung zu erleichtern,
werden die verschiedenen Typen von Vakuolen im Folgenden mit Nummern bezeichnet. Abbil-





Abbildung 3.29: Schema der Vakuolentypen I-III. Schematische Zeichnung der drei Vakuolentypen, die
in den Zellen der beiden durchgeführten Experimente identifiziert werden konnten.
Bei Typ I Vakuolen handelt es sich um Vesikel unterschiedlicher Größe, die durch einen elektro-
nendichten Rand gekennzeichnet sind. Dieser kommt durch mehrere Lagen von Membranen zustan-
de, die sich lamellenförmig aneinanderlagern. Die Vakuolen weisen einen unterschiedlich starken
Grad der Lamellenbildung auf. Dabei reicht die Spanne von vollständig mit Lamellen ausgefüllten
Vakuolen bis zu Vakuolen, die lediglich von einigen Lagen Membranen begrenzt sind. Zum Teil
ist die Begrenzung einer Vakuole nicht homogen. Während Vakuolen an einem Pol von mehreren
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Abbildung 3.30: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Typ I Vakuolen. Typ I Vakuolen sind mit
einem blauen Pfeil gekennzeichnet. Die charakteristische Lamellensruktur der Typ I Vakuolen ist gut zu
erkennen. Es handelt sich um mit einem pBABE-Vektor transfizierte ∆POZ Zellen, die mit DMEM oder
EBSS inkubiert wurden. Auswertung von zwei Experimenten. Messbalken: 250 nm
Membranlagen umschlossen werden, weisen sie am anderen Pol lediglich eine Membran als Be-
grenzung auf. Zudem gibt es Vakuolen, deren Membranen wirbelartig in das Innere der Vakuolen
reichen und das Lumen kompartimentieren. Wenn ein Lumen in den Vakuolen vorhanden ist, ist der
Inhalt zum Teil weniger elektronendicht als das umgebende Zytoplasma, manchmal sieht es jedoch
auch identisch aus. Selten können größere membranartige Strukturen im Lumen erkannt werden.
Abbildung 3.30 zeigt Beispiele elektronenmikroskopischer Aufnahmen von Typ I Vakuolen aus den
untersuchten Zellen.
Typ II Vakulen sind durch eine einfache Membran begrenzt und weisen charakteristischerweise
ein auffällig großes und helles Lumen auf. Die Lumina können beträchtliche Ausmaße annehmen.
Der Inhalt der Vakuolen besteht hauptsächlich aus Material geringer Elektronendichte, zum Teil
sieht es aus wie das umgebende Zytoplasma. Am Rand der Vakuolen sind häufig kleine Ansamm-
lungen von elektronendichterem Material zu finden. Manchmal enthalten die Vakuolen kleine, von
Lamellen umgebene Vesikel. Größere Strukturen wie sequestrierte Organellen sind nicht zu finden.
Beispiele für Typ II Vakuolen sind Abbildung 3.31 auf Seite 88 zu entnehmen.
Ein weiterer Typ von Vakuolen wird im Folgenden als Typ III Vakuole bezeichnet. Es handelt
sich um sehr heterogene, meist große Vakuolen mit polymorphem Inhalt. Im Lumen ist häufig kein
Zytoplasma mehr nachzuweisen, dafür ist es von einer Vielzahl elektronendichten Materials ausge-
füllt. Bei diesem handelt es sich um membranhaltige Strukturen und unverdautes zytoplasmatisches
Material. Häufig kommen die Vakuolen nicht isoliert vor, sondern es konfluieren mehrere Vakuolen
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Abbildung 3.31: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Typ II Vakuolen. Typ II Vakuolen sind
mit einem grünen Pfeil markiert. In ∆POZ Zellen, die mit hMiz1 substituiert wurden, konnten nach der
Inkubation mit EBSS teilweise Typ II Vakuolen mit sehr großem Lumen gefunden werden (z.B. Bild unten
rechts). Es handelt sich um mit einem pBABE-Vektor transfizierte ∆POZ Zellen, die mit DMEM oder EBSS
inkubiert wurden. Auswertung von zwei Experimenten. Messbalken: 250 nm
zu einer größeren polymorphen Struktur. In den ausgewerteten Präparaten können zum Teil riesige
dieser konfluierenden autophagischen Areale nachgewiesen werden. Abbildung 3.32 auf Seite 89
zeigt Abbildungen von Typ III Vakuolen.
Abbildung 3.33 auf Seite 90 zeigt eine schematische Übersicht über die Vakuolen, die in den
Zellen der beiden ausgewerteten Experimente gefunden wurden. Sie gibt einen Überblick über die
Verteilung der jeweiligen Vakuolentypen zwischen Zellen mit bzw. ohne Miz1, jeweils inkubiert mit
DMEM oder EBSS. In Abbildung 3.34 auf Seite 91 ist die Verteilung der Vakuolentypen anhand
elektronenmikroskopischer Übersichtsaufnahmen zu sehen. Da die Ergebnisse der beiden durch-
geführten Experimente nahezu gleich waren, werden sie zusammenfassend dargestellt; wenn es
Unterschiede gibt, wird dies beschrieben.
In den mit dem Leervektor infizierten ∆POZ Zellen überwogen unter DMEM-Bedingungen Typ I
Vakuolen. In zahlreichen Zellen waren zudem Typ III Vakuolen nachzuweisen. Dies ist sehr auf-
fällig, da Typ III Vakuolen aussließlich in Zellen ohne Miz1 unter DMEM-Bedingungen zu finden
waren. Sie deuten auf einen verlangsamten Abbau des sequestrierten Materials hin. Während in
Zellen des zweiten Experiments diese beiden Typen die einzigen vorkommenden Vakuolentypen
waren, existierten in Zellen des ersten Experiments darüberhinaus auch Typ II Vakuolen.
Wurden die mit dem Leervektor infizierten ∆POZ Zellen durch EBSS stimuliert, änderte sich
die Morphologie der beobachteten Vakuolentypen. Neben Typ I Vakuolen, die auch nach der Be-
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Abbildung 3.32: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Typ III Vakuolen. Die sehr heterogenen
Typ III Vakuolen (gekennzeichnet durch einen roten Pfeil) konfluieren häufig zu großen autophagischen
Arealen. Es handelt sich um mit pBABE-⊘ transfizierte ∆POZ Zellen, die mit DMEM inkubiert wurden.
Auswertung von zwei Experimenten. Messbalken: 250 nm
handlung mit EBSS noch nachgewiesen werden konnten, kamen hier zahlreiche Typ II Vakuolen
hinzu. Diese Vakuolen waren kleiner als die Typ III Vakuolen der oben beschriebenen mit DMEM
inkubierten Zellen und wiesen deutlich weniger unverdauten zytoplasmatischen Inhalt auf. Typ III
Vakuolen konnten in diesen Zellen nicht mehr nachgewiesen werden. Dies bedeutet, dass die Zel-
len auf die Stimulation durch EBSS reagierten und es legt die Vermutung nahe, dass der Abbau des
sequestrierten Materials durch die Stimulation durch EBSS verbessert wird. Ein weiterer Hinweis,
dass die Zellen auf die Stimulation durch EBSS reagierten, war, dass sich die Anzahl der autophagi-
schen Vakuolen insgesamt erhöhte. Dies konnte während des Mikroskopierens festgestellt werden,
allerdings ist dies auf den Übersichtsbildern der Abbildung 3.34 auf Seite 91 nicht ganz eindeutig
zu erkennen.
Wenn man Zellen unter DMEM-Bedingungen vergleicht, die mit dem Leervektor infiziert oder
mit pB-Miz1 infiziert wurden, können deutliche Unterschiede im lysosomal-autophagischen Kom-
partiment festgestellt werden. Die ∆POZ Zellen, die mit humanem Miz1 substituiert wurden, zeig-
ten unter DMEM-Bedingungen zahlreiche Typ I sowie vereinzelt Typ II Vakuolen, während Typ III
Vakuolen nicht nachweisbar waren. Die Substitution von Miz1 in ∆POZ Zellen führte somit dazu,
dass das Stadium der Typ III Vakuolen nicht mehr angetroffen wurde. Es wäre denkbar, dass die
Substitution von Miz1 eine Verkürzung des Stadiums bewirkte, in der Typ III Vakuolen vorhanden












Abbildung 3.33: Schematische Übersicht über die Verteilung der Vakuolentypen in den untersuchten
Zellen. Die ∆POZ Zellen wurden entweder mit pB-⊘ oder pB-Miz1 infiziert und für 6 Std. mit DMEM
oder EBSS inkubiert. Es wurden zwei Experimente ausgewertet. Die mit dem Leervektor (pB-⊘) infizierten
und mit DMEM inkubierten Zellen wiesen Typ I und Typ III Vakuolen auf. Im ersten Experiment konnten
in diesen Zellen zusätzlich Typ II Vakuolen identifiziert werden. Nach der Inkubation mit EBSS waren in
den mit dem Leervektor infizierten Zellen keine Typ III Vakuolen mehr nachzuweisen. Sie wiesen Typ I
und II Vakuolen auf. Auch nach der Substitution von humanem Miz1 waren in den ∆POZ Zellen keine Typ
III Vakuolen zu finden. Dies war unabhängig vom Medium: sowohl die mit DMEM als auch die mit EBSS
inkubierten Zellen bildeten Typ I und II Vakuolen aus. In der oberen rechten Ecke eines jeden Rechtecks sind
typische Beispiele elektronenmikroskopischer Aufnahmen der vorkommenden Vakuolentypen abgebildet.
Messbalken: 125 nm
den, dass mit der Substitution der POZ-Domäne von Miz1 die Fähigkeit zur schnelleren Reifung
autophagischer Vakuolen wiederhergestellt wurde.
Die Inkubation mit EBSS änderte die Struktur der autophagischen Vesikel der mit pB-Miz1 in-
fizierten Zellen nicht wesentlich. Die stimulierten Zellen wiesen ebenfalls Typ I und Typ II sowie
keine Typ III Vakuolen auf. Der Unterschied bestand in der Anzahl der ausgebildeten Vakuolen.
Anhand der gesteigerten Anzahl autophagischer Vakuolen kann auf eine Induktion der Autophagie
geschlossen werden. Ein weiterer charakteristischer Unterschied zwischen dem stimulierten und
dem unstimulierten Zustand war die Größe des Lumens der Typ II Vakuolen. Während das Lumen
in Typ II Vakuolen grundsätzlich nicht klein ist, war es in einigen der stimulierten Zellen deutlich
größer als in unstimulierten Zellen. In Relation zum Zytoplasma wies es in den durch EBSS sti-
mulierten Zellen zum Teil beträchtliche Ausmaße auf. Ein extremes Beispiel einer mit pB-Miz1
infizierten und mit EBSS stimulierten ∆POZ-Zelle, die sehr große Typ II Vakuolen ausbildete, zeigt













Abbildung 3.34: Elektronenmikroskopische Übersichtsbilder der untersuchten Zellen. Die ∆POZ Zel-
len wurden entweder mit pB-⊘ oder pB-Miz1 infiziert und für 6 Std. mit DMEM oder EBSS inkubiert. Es
wurden zwei Experimente ausgewertet. In a) sind autophagische Areale der mit DMEM inkubierten ∆POZ
Zellen ohne Miz1 zu erkennen, die den Typ III Vakuolen entsprechen. Daneben finden sich Typ I und II
Vakuolen. c) zeigt diese Zellen nach der Inkubation mit EBSS. Es finden sich nur Typ I und II Vakuolen.
b) zeigt eine Übersicht der mit humanem Miz1 substituierten ∆POZ Zellen unter DMEM-Bedingungen. Es
überwiegen Typ I Vakuolen, Typ II Vakuolen sind aber auch zu erkennen. In d) sind die mit humanem Miz1
infizierten Zellen nach der Inkubation mit EBSS abgebildet. Neben Typ I Vakuolen können Typ II Vakuo-
len identifiziert werden, die z.T. sehr große Lumina aufweisen. Typ III Vakuolen kommen nicht vor. Die
erhöhte Anzahl an Vakuolen in den mit EBSS stimulierten Zellen ist in dieser Abbildung nicht ganz eindeu-





bildung 3.36 dargestellt. Die erwarteten Größen der PCR-Produkte kann Tabelle 2.11 auf Seite 32
entnommen werden. Die PCR-Produkte von Atg3 und Atg7 sind nicht abgebildet, da für diese Ge-
ne bereits Maxi-Präparationen des DNA-Inserts im Vektor pCR®2.1 in der Arbeitsgruppe vorlagen











































































































Abbildung 3.36: In den Vektor pCR®2.1 klonierte PCR-Produkte. Es wurden Proben der PCR-Produkte,
die in den Vektor pCR®2.1 kloniert werden sollten, zur Kontrolle mittels Gelelektrophorese in 2%igen Aga-
rosegelen aufgetrennt. PCR-Produkte der Gene (a) Atg5, (b) LC3a und LC3b, (c) Atg9b, (d) Atg10, (e)
Miz1-C, (f) Miz1-N, (g) β -Aktin und (h) GAPDH. Als DNA-Größenstandard wurde TriDye™ 2-Log ver-
wendet.
Der mit dem PCR-Produkt ligierte Vektor wurde durch eine Transformation in E.coli-Bakterien
eingebracht (Kapitel 2.2.3.4 auf Seite 40). Durch die Kultivierung in Ampicillin-haltigem LB-
Medium erfolgte eine Selektion der Kolonien, die den Vektor aufgenommen und mit ihm eine
Ampicillin-Resistenz erworben hatten. Die überlebenden und damit Plasmid-haltigen Kolonien
wurden weiter durch eine Blau-Weiß-Selektionierung gefiltert. Sie ermöglichte eine Unterschei-
dung von Kolonien mit Plasmiden, in die eine DNA-Sequenz, im besten Fall die gewünschte DNA-
Sequenz, integriert worden war, von solchen, die den ursprünglichen, ungeschnittenen Vektor auf-
genommen hatten (Kapitel 2.2.3.4 auf Seite 40).
Zur Analyze der Kolonien, die ein Fragment der erwarteten Größe aufgenommen hatten, wurden
die Plasmid-DNAs über eine Mini-Präparation aufgereinigt (Kapitel 2.2.3.5 auf Seite 41) und ein
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Abbildung 3.37: Verdau mit EcoRI der Mini-Präparationen des Vektors pCR®2.1 mit DNA-Insert.
Gelelektrophorese der verdauten Mini-Präparationen in 2%igen Agarosegelen. Mini-Präparationen von (a)
Atg5, (b) LC3a, (c) LC3b, (d) Atg9b, (e) Atg10, (f) Miz1-C, (g) Miz1-N, (h) GAPDH und β -Aktin. Mit
einem schwarzen Punkt versehen sind die Klone, die für die Umklonierung ausgewählt wurden. Sie verfügen
über ein DNA-Insert der erwarteten Größe. Die erwarteten Größen der PCR-Produkte sind jeweils in die
Gelelektrophorese-Bilder eingezeichnet. Ausser für LC3a und LC3b wurde für jedes Gen zusätzlich eine




in einer Gelelektorphorese aufgetrennt und die Bandengröße des herausgeschnittenen Fragments
mit der Länge des in den Vektor klonierten PCR-Produkts verglichen. Die Schnittstellen für EcoRI
befinden sich im Vektor pCR®2.1 einige Basenpaare neben der Stelle, in die das PCR-Produkt
integriert wurde. Folglich wurde erwartet, dass auf dem Gel eine Bande erschien, die der Größe des
PCR-Produktes entsprach.
Abbildung 3.37 auf Seite 94 zeigt den Verdau der Mini-Präparationen mit EcoRI. Mit einem
schwarzen Punkt versehen sind jeweils die Klone, die für eine Umklonierung ausgewählt wurden.
Von Atg5 wiesen zwei der drei verdauten Mini-Präparationen eine Bande in der gesuchten Größe
von 124 bp auf (Abb. 3.37a). Klon 1 wurde für die weitere Verwendung ausgewählt. LC3a zeigte
ebenfalls drei positive Klone, wobei die Bande von Klon 1 sehr schwach war. Es wurde Klon 6
weiter verwendet (Abb. 3.37b). Bei LC3b konnten 6 Klone mit der gewünschten Bande (193 bp)
nachgewiesen werden. Ein Klon wies eine Bande anderer Größe auf. Im weiteren Verlauf wurde nur
noch mit Klon 5 gearbeitet (Abb. 3.37c). Bei zehn verdauten Klonen von Atg9b (Abb. 3.37d) konnte
lediglich aus einem eine Bande der gewünschten Größe (291 bp) isoliert werden (Klon 8). Atg10
wies drei positive Klone auf (Bandengröße 162 bp), aus Klon 2 wurde DNA für die Umklonierung
gewonnen (Abb. 3.37e). Von Miz1-C wurde der eine der fünf verdauten Klone, der eine Bande in der
Größe von 330 bp aufwies, ausgewählt (Klon 5, Abb. 3.37f). In der Gelelektrophorese von Miz1-N
konnten bei neun der zehn verdauten Klone eine 175 bp große Bande nachgewiesen werden. Klon
3 wurde ausgewählt (Abb. 3.37g). β -Aktin wies bei drei von fünf Klonen die erwartete Bande von
393 bp auf, GAPDH bei allen fünf der präparierten Klone (360 bp). Von β -Aktin wurde Klon 2 für
die Umklonierung ausgewählt, von GAPDH Klon 5 (Abb. 3.37h).
Von den ausgewählten Klonen wurden die Plasmid-DNAs nun entweder über eine Mini-Präpa-
ration mittels des Kits von Macherey-Nagel (Kapitel 2.2.3.5 auf Seite 41) oder über eine Maxi-














Abbildung 3.38: Verdau der Maxi-Präparationen des Vektors pCR®2.1 mit DNA-Insert mit Eco-
RI von Atg3 und Atg7. Gelelektrophorese der verdauten Maxi-Präparationen in 2%igem Agarosegel. Es
wurde zusätzlich jeweils eine Nullkontrolle ohne Enzym angesetzt, gekennzeichnet durch „N“. Als DNA-
Größenstandard wurde TriDye™ 2-Log verwendet („M“). Die DNA beider Proben wurde für die Umklonie-
rung weiterverwendet.
Von Atg3 und Atg7 standen in der Arbeitsgruppe bereits Maxi-Präparationen des Vektors pCR®2.1
mit DNA-Insert zur Verfügung. Es wurden daher Verdaus dieser Maxi-Präparationen mit EcoRI
durchgeführt und nach Kontrolle der Größe der aus dem Vektor geschnittenen DNA-Fragmente,
95
3 Ergebnisse
wurde die DNA für die Umklonierung in den Bluescript Vektor weiterverwendet. Kapitel 3.38 auf
Seite 95 zeigt den Verdau der Maxi-Präparationen von Atg3 und Atg7 mit EcoRI.
3.3.2 Umklonierung von pCR®2.1 in pBluescript
Da für die Synthese von sense und antisense Sonden ein Vektor benötigt wurde, der sowohl einen
T3- als auch einen T7-Promotor aufwies, wurde die Ziel-DNA-Sequenz in den Bluescript Vektor
umkloniert. Hierfür musste zunächst das DNA-Stück aus dem Vektor pCR®2.1 herausgeschnitten
und dann mit dem vorbereiteten Bluescript Vektor ligiert werden. Um das DNA-Fragment mit dem
Bluescript Vektor ligieren zu können, mussten beide die gleichen Schnittstellen aufweisen. Dies
wurde erreicht, indem sowohl der Vektor als auch das DNA-Fragment in einem präparativen Verdau
mit dem gleichen Enzym, nämlich EcoRI, geschnitten wurden. Der linearisierte Vektor wurde dann
in einer Ligationsreaktion mit dem DNA-Stück verknüpft.
3.3.2.1 Isolieren der DNA-Fragmente aus dem Vektor pCR®2.1
Der Vektor pCR®2.1 wies zwei Schnittstellen für EcoRI auf, die jeweils einige Basenpaare neben
der Stelle lagen, in die das PCR-Produkt eingefügt wurde. Durch einen präparativen Verdau mit
















































































































Abbildung 3.39: Aus dem Vektor pCR®2.1 isolierte DNA-Fragmente. Gelelektrophorese in 2%igen Aga-
rosegelen der aus dem Vektor pCR®2.1 isolierten DNA-Fragmente von (a) Atg3 und Atg7, (b) Atg5 und
Atg10, (c) LC3a und LC3b, (d) Atg9b, (e) Miz1-C, (f) Miz1-N und (g) GAPDH und β -Aktin. Die Ban-
de von Atg5 ist auf dem Foto nicht zu erkennen. Sie ließ sich unter UV-Beleuchtung erahnen. Im weiteren
Verlauf der Umklonierung konnte das DNA-Fragment von Atg5 wieder nachgewiesen werden. Als DNA-
Größenstandard wurde TriDye™ 2-Log verwendet.
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Das Vorgehen und der Reaktionsansatz sind in Kapitel 2.2.3.6 auf Seite 44 beschrieben. Auf
diese Weise konnte die Ziel-DNA-Sequenz mit Hilfe nur eines Enzyms aus dem Vektor geschnit-
ten werden. Die DNA-Sequenz wurde dabei nur um einige wenige Basenpaare verlängert und das
herausgeschnittene Fragment wies an beiden Enden eine Schnittstelle für EcoRI auf.
Mit Hilfe einer Agarosegel-Elektrophorese wurde der linearisierte Vektor und das herausge-
schnittene Fragment voneinander getrennt und die Bande, die dem DNA-Fragment entsprach, wur-
de mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten. Die Extraktion aus dem Gel erfolgte wie in
Kapitel 2.2.3.7 auf Seite 47 beschrieben.
Der Erfolg dieser Schritte wurde überprüft, indem das aus dem Gel isolierte DNA-Fragment in ei-
ner Gelelektrophorese aufgetrennt und die Größe beurteilt wurde. Abbildung 3.39 auf Seite 96 zeigt
die Ergebnisse der Gelelektrophorese der aus dem Vektor pCR®2.1 isolierten DNA-Fragmente.
3.3.2.2 Linearisierung des Bluescript-Vektors
Der Bluescript-Vektor musste zunächst linearisiert werden, um eine Ligation mit dem DNA-Stück
zu ermöglichen. Damit das DNA-Stück in den Vektor integriert werden konnte, musste der Vektor
außerdem mit dem gleichen Enzym geschnitten werden wie das DNA-Fragment, damit sie die glei-
chen Schnittstellen aufwiesen. Daher wurde der Vektor ebenfalls in einem präparativen Verdau mit
EcoRI verdaut. Das Vorgehen ist in Kapitel 2.2.3.6 auf Seite 44 beschrieben. Da der Vektor mit Hilfe
nur eines Enzyms linearisiert wurde, bestand die Möglichkeit, dass sich der Vektor wieder mit sich
selbst ligierte. Da dies die Integration des DNA-Inserts unmöglich machen würde, wurde die Reli-
gation des linearisierten Vektors verhindert, indem der Vektor „gecippt“ wurde (Kapitel 2.2.3.6 auf
Seite 44). Der Bluescript-Vektor wurde nach der Auftrennung im Agarosegel, wie in Kapitel 2.2.3.7
auf Seite 47 beschrieben, aus dem Gel extrahiert.
3.3.2.3 Klonierung der Ziel-DNA-Sequenzen in den Bluescript Vektor
Nachdem die DNA des Fragments sowie der linearisierte und gecippte Bluescript Vektor aus dem
Agarosegel extrahiert worden waren, wurde das Fragment über die Schnittstelle EcoRI in die Mul-
tiple Cloning Site des Bluescript Vektors kloniert. Die Ligationsreaktion mit dem Bluescript-Vektor
wurde wie in Kapitel 2.2.3.3 auf Seite 37 beschrieben durchgeführt. Nach der Transformation
in E.coli erfolgte die weitere Kultivierung und Auswahl der Kolonien analog zum Vorgehen bei
pCR®2.1 durch Zugabe von Ampicillin und Blau-Weiß-Selektionierung (Kapitel 2.2.3.4 auf Sei-
te 40). Um zu überprüfen, ob die Kolonien das DNA-Fragment enthielten, wurde die Plasmid-DNA
über eine Mini-Präparation isoliert (Kapitel 2.2.3.5 auf Seite 41) und ein Verdau mit EcoRI durch-
geführt (Kapitel 2.2.3.6 auf Seite 44).
Durch den Verdau der Mini-Präparationen konnte gezeigt werden, ob in die EcoRI Schnittstelle
des Vektors ein DNA-Fragment kloniert worden war und welche Größe es besaß. Allerdings war
es nicht möglich auf diese Weise festzustellen, ob das DNA-Fragment lediglich die richtige Größe
oder auch die gewünschte Basenfolge aufwies. Desweiteren konnte nicht unterschieden werden,
ob das DNA-Stück einfach oder als Tandem im Vektor vorlag. Durch den Verdau sollten daher
Klone vorselektioniert werden, die ein DNA-Fragment der erwarteten Größe aufgenommen hatten.
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Die Basenfolge der DNA dieser Klone sollte dann durch eine Sequenzierung endgültig gesichert
werden.
In Abbildung 3.40 sind die Ergebnisse des Verdaus der Mini-Präparationen der Kolonien für
Atg3, Atg7, LC3a und LC3b dargestellt. Sowohl bei Atg3 als auch bei Atg7 wiesen alle drei der mit
EcoRI verdauten Mini-Präparationen eine Bande in der erwarteten Größe von 314 bp (Atg3) bzw.
149 bp (Atg7) auf (Abb. 3.40a). Bei LC3a besaß von insgesamt fünf verdauten Klonen nur einer
eine Bande in der erwarteten Größe von 215 bp (Abb. 3.40b), bei LC3b wiesen von acht Klonen nur
zwei die gewünschte Bande (193 bp) auf (Abb. 3.40c).






















Abbildung 3.40: Verdau mit EcoRI der Mini-Präparationen des Bluescript-Vektors mit DNA-Insert.
Gelelektrophorese der verdauten Mini-Präparationen in 2%igen Agarosegelen. Mini-Präparationen von (a)
Atg7 und Atg3, (b) LC3a und (c) LC3b. Mit einem Stern versehen sind die Klone, deren DNA über eine
Maxi-Präparation aufgereinigt und dann sequenziert wurde. Nach der Sequenzierung wurde die DNA dieser
Klone für die Sondensynthese eingesetzt (rote Farbe des Sterns kennzeichnet Auswahl für Sondensynthese).
Für jedes Gen wurde zusätzlich eine Nullkontrolle ohne Enzym angesetzt, gekennzeichnet durch „N“. Als
DNA-Größenstandard wurde TriDye™ 2-Log verwendet („M“).
Von den Kolonien, bei denen die Größe des auf dem Gel aufgetragenen Fragments mit der er-
rechneten Größe übereinstimmte, wurde jeweils eine ausgewählt, um DNA in großem Maßstab
über eine Maxi-Präparation zu gewinnen (Kapitel 2.2.3.5 auf Seite 43). In Abbildung 3.40 sind
die ausgewählten Klone mit einem Stern gekennzeichnet. Den Verdau der Maxi-Präparationen der
ausgewählten Klone zeigt Abbildung 3.41 auf Seite 99. Die über die Maxi-Präparation gewonnene
DNA dieser Kolonien wurde dann zum Sequenzieren geschickt. Die Ergebnisse der Sequenzierun-





























Abbildung 3.41: Verdau mit EcoRI der Maxi-Präparationen des Bluescript-Vektors mit DNA-Insert.
Gelelektrophorese der verdauten Maxi-Präparationen in 2%igen Agarosegelen. Maxi-Präparationen von (a)
Atg7 und Atg3, (b) LC3a und LC3b. Es handelt sich um die Klone, die in Abbildung 3.40 mit einem roten
Stern markiert sind. Für jedes Gen wurde zusätzlich eine Nullkontrolle, also ein „Verdau“ ohne Enzym
angesetzt, gekennzeichnet durch „N“. Als DNA-Größenstandard wurde TriDye™ 2-Log verwendet („M“).
Für die Gene Atg5, Atg9b, Atg10, Miz1-N, β -Aktin und GAPDH wurde das Vorgehen etwas
geändert. Um die Trefferquote zu erhöhen, wurden von jedem Gen mehrere Klone zum Sequenzie-
ren geschickt. Deshalb wurde die DNA mehrerer Kolonien, bei denen durch den Verdau mit EcoRI
nachgewiesen werden konnte, dass sie ein DNA-Fragment der erwarteten Größe aufgenommen hat-
ten, über das Kit von Macherey-Nagel aufgereinigt und zum Sequenzieren geschickt. Nur von den
Kolonien, bei denen durch die Sequenzierung die Integration des gewünschten DNA-Fragments
gesichert war, wurde im Anschluß über eine Maxi-Präparation DNA in großer Menge isoliert. Ab-
bildung 3.42 auf Seite 100 zeigt die Ergebnisse des Verdaus der Mini-Präparationen der Gene Atg5,
Atg9b, Atg10, Miz1-N, β -Aktin und GAPDH. Mit einem Stern versehen sind die Klone, die zum
Sequenzieren geschickt wurden. Die rote Farbe der Sterne kennzeichnet die Klone, die nach der
Sequenzierung für die Sondensynthese eingesetzt wurden.
Von Atg5 wurden fünf Klone mit EcoRI verdaut, wovon drei eine Bande in der erwarteten Grö-
ße aufwiesen (Abb. 3.42a). Zwei dieser Klone (Klon 2 und 3) wurden mittels des NucleoSpin®
Plasmid Kits (Macherey-Nagel) aufgereinigt und zum Sequenzieren geschickt (in der Abbildung
gekennzeichnet durch einen Stern).
Von Atg10 wiesen alle fünf verdauten Klone eine Bande der gewünschten Größe auf (Abb.
3.42a). Zunächst wurden Klon 1 und 4 für eine Sequenzierung ausgewählt. Da sich bei der Se-
quenzierung zeigte, dass bei beiden Klonen das DNA-Fragment als Tandem integriert worden war
(Kapitel 3.3.3 auf Seite 101), wurde als nächstes DNA der Klone 2, 3 und 5 zum Sequenzieren
geschickt.
Die zehn Klone von Atg9b wiesen ebenfalls alle die erwartete Bande von 291 bp auf (Abb. 3.42b).
Es wurde DNA der Kolonien 1, 3, 5, 7 und 9 mittels des M.N.-Kits isoliert und sequenziert.
Durch einen Verdau der Mini-Präparationen von Miz1-N konnte bei den drei verdauten Klonen
ein Fragment von 175 bp isoliert werden (Abb. 3.42c). Zunächst wurde Klon 1 für die weitere Ver-
wendung ausgewählt. Da sich später bei einer Sequenzierung zeigte, dass es sich bei dem Klon
um ein Tandem handelte, wurden auch Klon 2 und 3 sequenziert. Da auch bei diesen Klonen nicht
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die gesuchte Basenfolge nachgewiesen werden konnte, wurden von den auf den Agarplatten aus-
gestrichenen Kolonien weitere 4 Klone gepickt (Klon a-d), über eine Mini-Präparation aufgereinigt
und mit EcoRI verdaut (Abb. 3.42d). Alle vier der verdauten Klone zeigten eine Bande von 175 bp,
wobei die Bande von Klon c schwach ausgeprägt war. Sie wurden alle zum Sequenzieren geschickt.
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Abbildung 3.42: Verdau mit EcoRI der Mini-Präparationen des Bluescript-Vektors mit DNA-Insert.
Gelelektrophorese der verdauten Mini-Präparationen in 2%igen Agarosegelen. Mini-Präparationen von (a)
Atg5 und Atg10, (b) Atg9b, (c) Miz1-N_1, (d) Miz1-N_2, (e) β -Aktin und (f) GAPDH. Mit einem Stern
versehen sind die Klone, die für eine Sequenzierung ausgewählt wurden. Der rote Stern kennzeichnet die
Klone, deren DNA nach der Sequenzierung für die Sondensynthese eingesetzt wurde. Für jedes Gen wurde
zusätzlich eine Nullkontrolle ohne Enzym angesetzt, gekennzeichnet durch „N“. Als DNA-Größenstandard
wurde TriDye™ 2-Log verwendet („M“).
Aus jedem der fünf Klone von β -Aktin und aus vier der fünf präparierten Klone von GAPDH
konnte ein Fragment der richtigen Größe (393 bp für β -Aktin und 360 bp für GAPDH) isoliert
werden (Abb. 3.42e und 3.42f). Alle vier Klone von β -Aktin und alle fünf von GAPDH wurden
zum Sequenzieren geschickt.
Aus Zeitgründen war es leider im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich die Umklonierung des




Um genauere Informationen über das DNA-Stück zu bekommen, das in den Vektor pBluescript
kloniert worden war, wurde, wie bereits oben erwähnt, eine Sequenzierung durchgeführt. Die Aus-
wahl der Kolonien, die zum Sequenzieren geschickt wurden, ist in Kapitel 3.3.2.3 auf Seite 97
erläutert. Zusammenfassend lässt sich das Schema wie folgt beschreiben. Durch den Verdau mit
EcoRI wurde eine Vorauswahl getroffen, indem überprüft wurde, ob in den Vektor ein DNA-Stück
kloniert worden war und welche Größe es besaß. Von diesen Kolonien wurde DNA entweder über
eine Mini-Präparation mit Hilfe des NucleoSpin® Plasmid Kits von Macherey-Nagel oder über eine
Maxi-Präparation aufgereinigt und die DNA-Proben zum Sequenzieren geschickt (Seqlab, Göttin-
gen).
Es bestanden drei Möglichkeiten, wie das DNA-Fragment in den Bluescript Vektor kloniert wor-
den war. Es konnte in der Richtung vom 5’ zum 3’-Ende integriert worden sein oder es konnte genau
umgekehrt ausgerichtet sein. Außerdem bestand die Möglichkeit, dass es als Tandem im Plasmid
vorlag, was bedeutet, dass es mehr als in einer Kopie in den Vektor aufgenommen worden war. Dies
war möglich, da das Fragment nur mit einem Enzym (EcoRI) aus dem Vektor pCR®2.1 herausge-
schnitten worden war und die Schnittestellen folglich an beiden Enden des Fragments gleich waren.
Die Enden konnten sich daher miteinander verbinden und das DNA-Stück konnte als Tandem in den
Vektor integriert worden sein. Im Agarosegel konnte ein Tandem nicht von einem nur einfach vor-
liegenden Fragment unterschieden werden, da durch den Restriktionsverdau das Tandem ebenfalls


































rev CCACTGAGGTTCACCATCCT T7 = anti-sense
. . . Fortsetzung
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rev TTCACCACCACAGCTGAGAG T7 = anti-sense
. . . Fortsetzung
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rev CCCTGTTGCTGTAGCCGTAT T7 = sense
Tabelle 3.1: Sequenzen der Klone, die für die Sondensynthese ausgewählt wurden. In rot ist jeweils der
forward-Primer, in blau der reverse-Primer dargestellt. Unterstrichen sind die DNA-Abschnitte, die der Se-
quenz des Bluescript Vektors entsprechen. Grün markiert sind die Basen, die falsch integriert wurden und
nicht der Sequenz des jeweiligen Gens entsprechen und mit einem grünen Bindestrich sind Lücken gekenn-
zeichnet, in denen eine Base ausgelassen wurde. Die Basenfolge der sequenzierten DNA-Stränge wurde über
die Seite des NCBI mit der Sequenz des jeweiligen Gens verglichen. Die Referenznummer der Gene mit
denen verglichen wurde, ist unter ’Accession Nr.’ angegeben. Wie das DNA-Fragment im Bluescript-Vektor
ausgerichtet ist und ob die Transkription mit T3-Polymerase sense oder anti-sense Sonden erzeugt, kann
der Spalte „Ausrichtung“ entnommen werden. Für die Transkription mit T7-Polymerase gilt dann jeweils
das Gegenteil. Die Sequenz des Bluescript Vektors für den Klon LC3b scheint lückenhaft. Dies ist auf ein
technisches Problem bei der Sequenzierung zurückzuführen, die Sequenz ist daher grau hinterlegt.
Durch die Sequenzierung wurde die Basenfolge des DNA-Inserts überprüft. Außerdem wurde
die Ausrichtung des Fragments im Vektor bestimmt. Die ermittelten Sequenzen der Proben wurden
über die Seite des NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mit der Gensequenz,
die unter der Accession Nummer angegeben ist, abgeglichen. Tabelle 3.1 zeigt die Ergebnisse der
Sequenzierung der Klone, die für die Sondensynthese ausgewählt wurden. Die vollständigen Se-
quenzen und das Ergebnis des Alignments mit der unter der Accession Nr. angegebenen Gense-
quenz sind im Anhang auf der beiliegenden CD (Ordner Sequenzen) zu finden. Ebenfalls der CD
(Ordner Sequenzen) zu entnehmen sind die Sequenzierungsergebnisse der Klone, die nicht weiter
verwendet wurden.
Konnte durch die Sequenzierung nachgewiesen werden, dass das DNA-Fragment die gewünschte
Basenfolge aufwies und zudem einfach in dem Vektor vorlag (kein Tandem), wurde eine große
Menge DNA durch eine Maxi-Präparation aufgereinigt. In Abbildung 3.43 auf Seite 104 ist der
Verdau mit EcoRI der Maxi-Präparationen der mit Hilfe der Sequenzierung ausgewählten Kolonien
dargestellt. Für die Gene Atg3, Atg7, LC3a und LC3b wurden bereits vor der Sequenzierung Maxi-
Präparationen angefertigt, sie sind in Abbildung 3.41 auf Seite 99 abgebildet.
Von Miz1-N konnte bei der Sequenzierung bei keinem der Klone die erwartete Basenfolge nach-
gewiesen werden. Von diesem Gen stand daher keine DNA für eine Maxi-Präparation und anschlie-
ßende Sondensynthese zur Verfügung. Aus Zeitgründen war es ebenfalls nicht möglich, die Um-
klonierung für das Gen Miz1-C fertigzustellen, sodaß von diesem Gen ebenfalls keine DNA für die






























Abbildung 3.43: Verdau mit EcoRI der Maxi-Präparationen des Bluescript-Vektors mit DNA-Insert.
Gelelektrophorese der verdauten Maxi-Präparationen in 2%igen Agarosegelen. Maxi-Präparationen von (a)
Atg9b und Atg5, (b) Atg10, (c) GAPDH und β -Aktin. Für jedes Gen wurde zusätzlich eine Nullkontrol-
le, also ein „Verdau“ ohne Enzym angesetzt, gekennzeichnet durch „N“. Als DNA-Größenstandard wurde
TriDye™ 2-Log verwendet („M“).
3.3.4 Synthese von sense und antisense RNA-Sonden
Die über eine Maxi-Präparation isolierte Plasmid-DNA diente als Vorlage für die in vitro Synthe-
se von mit Digoxigenin markierten RNA-Strängen. Für die Herstellung von sense und anti-sense
Sonden war es nötig, einmal mit T3- und einmal mit T7-RNA-Polymerase zu transkribieren. Durch
einen Verdau mit HindIII und der Transkription mit T3-RNA-Polymerase wurde die DNA-Matrize
in die eine Richtung transkribiert, durch den Verdau mit SmaI und Transkription mit T7-RNA-
Polymerase entstand ein gegenläufiger RNA-Strang. Welche Richtung die sense Sonde ergab und
welche anti-sense, hing davon ab in welcher Richtung das DNA-Fragment in den Bluescript-Vektor
kloniert worden war und konnte durch die Sequenzierung des in den Bluescript-Vektor klonierten
DNA-Stücks bestimmt werden.
Für die Synthese der Sonden wurden die Maxi-Präparationen des Bluescript-Vektors mit DNA-
Insert in einem enzymatischen Verdau mit HindIII oder SmaI linearisiert (siehe Kapitel 2.2.3.6 auf
Seite 44). Zur Kontrolle des linearisierten Vektors wurde dieser neben der unverdauten Plasmid-
DNA in einer Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt. Die Ergebnisse für GAPDH und β -Aktin
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Abbildung 3.44: Gelelektrophorese des Vektors pBluescript mit DNA-Insert ß-Aktin und GAPDH. In
den Spuren 2-5 ist der mit HindIII bzw. SmaI verdaute Vektor aufgetragen. Die Spuren 6 und 7 zeigen den
Gellauf des unverdauten Bluescript Vektors. Aufgrund des größeren Stokes-Radius laufen die Proben des
verdauten und damit linearisierten Vektors (Spur 2-5) in der Elektrophorese langsamer als die Proben des
unverdauten, zyklischen Vektors (Spur 6 und 7). Verdau mit HindIII zur Vorbereitung der in vitro Transkrip-
tion mit T3-Polymerase. Linearisierung mit SmaI für die Transkription mit T7-Polymerase. Auftrennung in
0,75%igem Agarosegel. Als Marker wurde TriDye™ 2-Log verwendet.
vitro Transkription mit T3-RNA-Polymerase bei mit HindIII verdauter Plasmid-DNA oder mit T7-
RNA-Polymerase bei mit SmaI geschnittenem Vektor (Kapitel 2.2.3.8 auf Seite 47).
Im Rahmen dieser Arbeit war es leider nicht möglich, für alle Gene Sonden herzustellen. Aus
Zeitgründen konnten nur Sonden für die Gene GAPDH und β -Aktin fertiggestellt werden. Ebenfalls
konnte der RNase Protection Assay nicht mehr durchgeführt werden.
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In dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche Relevanz Miz1 für die Autophagie hat.
Miz1 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression zahlreicher Gene beeinflusst und auf diese
Weise wichtige Funktionen unter anderem in der Zelldifferenzierung und der Regulation der Zell-
proliferation übernimmt [Gebhardt et al., 2007; Herold et al., 2002; Peukert et al., 1997; Staller
et al., 2001; van de Wetering et al., 2002]. Dabei interagiert Miz1 mit verschiedenen Partnern und
vollbringt im komplexen Zusammenspiel mit diesen seine biologische Aufgabe (für eine detaillierte
Beschreibung des Transkriptionsfaktors Miz1 siehe Kapitel 1.2 auf Seite 13).
Über die Regulation des autophagischen Prozesses ist bereits einiges bekannt. Es sind in der
Literatur zahlreiche Signalwege beschrieben, die den autophagischen Prozess regulieren bzw. zur
Initiation der Autophagosomenbildung beitragen [Burman and Ktistakis, 2010; He and Klionsky,
2009; Ravikumar et al., 2010; Wang and Levine, 2010]. Die Regulation der Autophagie kann da-
bei auf verschiedenen Ebenen erfolgen. Signalkaskaden, die oberhalb der Autophagiemaschinerie
wirken, sind ebenso an einer Regulation beteiligt, wie Faktoren, die zur Autohpagosomenbildung,
zu ihrere Reifung und zur Verschmelzung mit Lysosomen beitragen [Mehrpour et al., 2010b]. Über
einen Einfluss von Miz1 auf die Autophagie gibt es bislang allerdings keine wesentlichen Erkennt-
nisse. Es gibt erste Hinweise, dass Miz1 in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor unter anderem
auch die Expression Autophagie-assoziierter Gene beeinflusst [Müller, 2008]. Zudem konnte in
Zellen ohne funktionstüchtigem Miz1 ein Autophagiedefekt beobachtet werden [Müller, 2008].
Um zu untersuchen, ob zu den durch Miz1-vermittelten Effekten auch Prozesse gehören, die auf
den Mechanismus der Autophagie wirken, wurden Wildtyp MEFs verglichen mit MEFs, in denen
die POZ-Domäne des Miz1 Proteins ausgeknockt war (∆POZ MEFs). Die POZ-Domäne ist für die
Funktion von Miz1 essentiell [Herold et al., 2002; Peukert et al., 1997]. Unter anderem wird über
sie eine Homodimerisierung zweier Miz1-Moleküle vermittelt [Stead et al., 2007; Stogios et al.,
2010]. Es gibt Hinweise, dass sich Miz1 in Lösung immer als Homodimer verhält und dass Miz1
nicht als Monomer oder in einer höhergradigen Assoziation vorkommt [Stogios et al., 2010]. Das
bedeutet, dass Miz1 bei Ausfall der POZ-Domäne nicht mehr dimerisieren kann und folglich die
Funktion von Miz1 gestört ist. In den folgenden Kapiteln wird daher anstelle von fehlender Miz1
POZ-Domäne auch von fehlendem Miz1 gesprochen.
Es sollten sowohl Genexpressionsmessungen als auch morphologische Analysen durchgeführt
werden. Es wurden zwei Methoden ausgewählt, die auf unterschiedliche Art und Weise Genexpres-
sionen in Zellen quantifizieren können. Bei diesen handelte es sich um die qPCR und den RNase
Protection Assay. Die beiden Methoden ermöglichen äquivalente Expressionsanalysen. Die mittels
qPCR gewonnenen Ergebnisse sollten mit den Resultaten des RNase Protection Assays verglichen
werden. Da der RNase Protection Assay nicht mehr etabliert werden konnte, war es nicht mög-
106
4 Diskussion
lich, die in der qPCR gewonnenen Ergebnisse mit einer zweiten Methode zu verifizieren. Die hier
vorgestellten Daten beruhen demnach auf quantitativen Messungen mit der qPCR.
4.1 Einfluss von Autophagiestimulation auf die Expression von
Miz1
In zwei Diplomarbeiten war bereits gezeigt worden, dass ∆POZ MEFs im Vergleich zu Wildtyp
MEFs bei Inkubation mit AS-armem Medium (EBSS) eine erhöhte Sterblichkeit aufweisen [Müller,
2008; Oppenheimer, 2009]. Dies legt die Vermutung nahe, dass der Transkriptionsfaktor Miz1 an
der Anpassung an nährstoffarme Bedingungen beteiligt ist. Um zu untersuchen, ob der Entzug von
Aminosäuren auch einen Einfluss auf die Genexpression von Miz1 hat, wurden Expressionsmessun-
gen von Miz1 in Wildtyp- und ∆POZ 3T3 MEFs und MEFsARF durchgeführt (zu den verwendeten
Zelllinien siehe Kapitel 2.1.6 auf Seite 25).
Die Untersuchung von 3T3 MEFs ergab, dass die Expression von Miz1 nach Aminosäureentzug
induziert wird. In Wildtypzellen war im Vergleich zu unter Vollmedium-Bedingungen kultivierten
Wildtypzellen nach Aminosäureentzug eine Induktion der Genexpression von Miz1 zu verzeichnen.
Die Expression des trunkierten Miz1 stieg in ∆POZ Zellen nach der Inkubation mit EBSS ebenfalls
an. Diese Ergebnisse waren in beiden durchgeführten Messungen gleich (Abbildung 3.2 auf Sei-
te 58). Die Expression von Miz1 scheint somit durch Aminosäureentzug verstärkt zu werden. Die
beiden Messungen in MEFsARF konnten diese Resultate bestätigen. Auch in diesen Zellen stieg die
Expression von Miz1 in Wildtyp und ∆POZ MEFs nach der Inkubation mit EBSS an. Der Anstieg
der Genexpression war allerdings deutlich stärker als in 3T3 MEFs (Abbildung 3.11 auf Seite 67).
Diese Ergebnisse decken sich mit Untersuchungen aus einer Diplomarbeit [Oppenheimer, 2009], in
der ebenfalls eine Induktion der Genexpression von Miz1 in 3T3 MEFs nach AS-Entzug nachge-
wiesen werden konnte.
Auffällig war, dass sich die Expression von Miz1 unter DMEM-Bedingungen zwischen Wildtyp-
und ∆POZ Zellen unterschied. In mit DMEM inkubierten 3T3 MEFs lag die Genexpression von
Miz1 in ∆POZ Zellen höher als in Wildtypzellen, in MEFsARF war sie in ∆POZ Zellen niedriger
als in Wildtypzellen (für eine detailliertere Diskussion der unterschiedlichen Ergebnisse in 3T3
MEFs und MEFsARF siehe Kapitel 4.3.4 auf Seite 120). Dies überrascht, da der Knockout der POZ-
Domäne die Expression von Miz1 nicht beeinflussen und die Expression somit in beiden Zelltypen
gleich sein sollte. Es wäre möglich, dass die Genexpression des trunkierten Miz1 anders reguliert
wird als die Expression des Wt-Miz1. Es wäre zum Beispiel denkbar, dass Miz1 selbst an der Re-
gulation seiner Expression beteiligt ist. Dies könnte direkt oder indirekt über zwischengeschaltete
Transkriptionsfaktoren geschehen. Demnach könnte die veränderte Funktion des trunkierten Miz1
dazu führen, dass in einem Feedback Mechanismus die Transkription des GensMiz1 induziert wird
und auf diese Weise die Menge des Proteins Miz1 gesteigert wird. Dies könnte ein Versuch der Zel-
le sein, die beeinträchtigte Funktion des trunkierten Miz1 durch eine Steigerung der Proteinmenge
auszugleichen. Gründe für die unterschiedlich hohen Miz1 Genexpressionen in Wildtyp und ∆POZ
Zellen könnten aber auch Mutationen sein, die bei der Passagierung der Zellen entstanden sein
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könnten. Da die Wildtyp- und die Knockout Zellen unterschiedlichen Zelllinien angehören, könn-
ten sie unterschiedliche Mutationen aufweisen, die einen Einfluss auf die Regulation von Miz1
nehmen. In 3T3 MEFs könnten die Unterschiede zusätzlich auf Mutationen zurückzuführen sein,
die im Rahmen der Immortalisierung enstanden sind (siehe auch Kapitel 2.1.6 auf Seite 25). Eine
Möglichkeit, diese Schwierigkeiten, die sich aus unterschiedlichen Zelllinien ergeben, zu umgehen,
wäre die Durchführung der Versuche mit primären embryonalen Mausfibroblasten. Diese könnten
zeitnah nach ihrer Isolierung eingesetzt werden, wodurch die Probleme der Immortalisierung und
Passagierung vermieden werden könnten.
Insgesamt geben die Ergebnisse einen starken Hinweis dafür, dass die Expression von Miz1 durch
Aminosäureentzug induziert wird. Da es sich jedoch um nur jeweils zwei Messwiederholungen han-
delte und aus diesem Grund keine statistische Auswertung erfolgen konnte, wäre es sinnvoll, die
Resultate anhand weiterer Messwiederholungen zu bestätigen. Eine alternative Methode, um die
Genexpression von Miz1 zu untersuchen, wäre ein Reporter Assay. Mit Hilfe dieses Verfahrens
könnte auch untersucht werden, welche anderen Faktoren außer der Inkubation mit EBSS die Ex-
pression von Miz1 induzieren könnten.
4.2 Morphologische Unterschiede von MEFs mit oder ohne
funktionstüchtigem Miz1 in Hinblick auf das
lysosomal-autophagische Kompartiment
Wie im vorangegangenen Kapitel diskutiert, steigert die Behandlung mit EBSS die Expression von
Miz1 in 3T3 MEFs und MEFsARF. Dies kann ein Hinweis dafür sein, dass Miz1 eine Rolle in der
Regulation des autophagischen Prozesses übernimmt. Die auf Genexpressionsebene gefundenen
Hinweise sollten nun durch morphologische Untersuchungen ergänzt werden. In der Arbeitsgrup-
pe konnten anhand fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen bereits Defekte der Autophagie in
∆POZ-Knockout Zellen auf morphologischer Ebene nachgewiesen werden [Müller, 2008]. Mit Hil-
fe der Elektronenmikroskopie, die genauere morphologische Analysen ermöglicht, wurde nun die
Rolle von Miz1 auf die Morphologie embryonaler Mausfibroblasten untersucht, indem elektronen-
mikroskopische Aufnahmen von mit pB-⊘ oder pB-Miz1 infizierten ∆POZ 3T3 MEFs vergleichend
ausgewertet wurden. Dieser Ansatz wurde gewählt, um direkt vergleichbare Zellen zu untersuchen
und nicht zwei Zelllinien, deren genaue Konstitution unbekannt ist (siehe Kapitel 2.1.6 auf Seite 25
und Kapitel 2.2.1.4 auf Seite 28). Die Immundetektionen von Miz1, die für das zweite und dritte
Experiment der Infektion von 3T3 MEFs durchgeführt wurden, beweisen, dass die mit pB-Miz1
infizierten ∆POZ 3T3 MEFs das humane Miz1 auf Proteinebene überexprimierten (Kapitel 3.2.1
auf Seite 74).
Im Allgemeinen wird die Anzahl autophagischer Vakuolen als Indikator für die Aktivität der Au-
tophagie verwendet [Mizushima et al., 2010]. Eine Zunahme autophagischer Vakuolen nach EBSS-
Stimulation als Zeichen einer Induktion der Autophagie durch EBSS konnte auch in dieser Arbeit
festgestellt werden. Allerdings muss berücksichtigt werden, dass der Schluß von einer erhöhten
Anzahl autophagischer Strukturen auf eine Zunahme der Aktivität der Autophagie auch fehlerhaft
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sein kann. Eine Zunahme autophagischer Vesikel kann auch auf eine Unterbrechung des autophagi-
schen Kreislaufs zurückzuführen sein. So würde z. B. eine behinderte Fusion von Autophagosomen
mit Lysosomen eine Anhäufung autophagischer Vesikel aller Reifungsstufen auslösen, während die
Zahl an Autolysosomen (das heißt Autophagosomen, die mit einem Lysosom fusioniert sind) gering
wäre [Mizushima et al., 2010].
Die durchgeführten Experimente bestätigen die Vermutung, Miz1 könnte an der Regulation des
autophagischen Prozesses in Mausfibroblasten beteiligt sein. Der Vergleich der mit Vollmedium
inkubierten Zellen, die das vollständige, nicht trunkierte Miz1 enthielten, mit solchen, die das trun-
kierte Miz1 ohne POZ-Domäne aufwiesen, legt nahe, dass Miz1 an der Regulation basaler Auto-
phagie beteiligt ist. Die Unterschiede zwischen ∆POZ 3T3 MEFs, die mit dem Leervektor infiziert
wurden, und solchen, die mit hMiz1 substituiert wurden, betreffen vor allem das Auftreten von in
dieser Arbeit als Typ III Vakuolen bezeichneten autophagischen Vakuolen in den Zellen ohne funk-
tionstüchtigem Miz1 (Abbildung 3.33 auf Seite 90 und Abbildung 3.34 auf Seite 91). Typ III Vakuo-
len enthalten eine große Menge elektronendichten Materials, das aus membranhaltigen Strukturen
und unverdauten zytoplasmatischen Bestandteilen besteht (Abbildung 3.32 auf Seite 89). Dies ver-
anlasst zu der Vermutung, dass die Zelle aufgrund einer Blockierung des autophagischen Prozesses
nicht dazu in der Lage ist, das sequestrierte Material abzubauen. An welcher Stelle der Autopha-
gosomenreifung die Störung eintritt und ob sie auch die Fusion mit Lysosomen betrifft, kann in
dieser Arbeit nicht differenziert werden. Die Substitution von humanem, nicht trunkierten Miz1
scheint den autophagischen Fluss wiederherzustellen. Das Auftreten von Typ II Vakuolen anstelle
von Typ III Vakuolen in ∆POZ MEFs, die mit pB-Miz1 infiziert wurden (Abbildung 3.33 auf Sei-
te 90 und Abbildung 3.34 auf Seite 91), lässt darauf schließen, dass mit der Substitution von Miz1
auch die Fähigkeit zur Autophagosomenreifung wiederhergestellt wird. Diesen Ergebnissen zufol-
ge ist Miz1 an der Regulation der Autophagosomenreifung beteiligt und fördert während normaler,
basaler Autophagie den Fluss durch den autophagischen Kreislauf.
Auffällig ist, dass die Inkubation mit EBSS dazu führt, dass keine Typ III Vakuolen mehr in MEFs
ohne POZ-Domäne nachgewiesen werden können (Abbildung 3.33 auf Seite 90 und Abbildung 3.34
auf Seite 91). Das bedeutet, dass die Inkubation mit EBSS wie erwartet eine Veränderung der Au-
tophagie bewirkt. Hierfür spricht ebenfalls die bereits oben angesprochene Zunahme der Anzahl
an autophagischen Vakuolen insgesamt. Neben Typ I Vakuolen, die in allen Zellen nachgewiesen
werden konnten, waren in Zellen ohne Miz1 nach der Inkubation mit EBSS nun vor allem Typ II
Vakuolen vorzufinden, während Typ III Vakuolen nicht nachgewiesen werden konnten. Man kann
daraus schlussfolgern, dass die Blockierung des autophagischen Prozesses durch die Inkubation mit
EBSS aufgehoben werden konnte. Dies würde bedeuten, dass Typ III Vakuolen bei raschem Umsatz
autophagischer Vakuolen während einer stimulierten Autophagie lediglich als kurzes Zwischensta-
dium in den Zellen gebildet werden und dass sie aufgrund ihres kurzen zeitlichen Auftretens in
den ausgewerteten elektonenmikroskopischen Momentaufnahmen nicht angetroffen wurden. Das
heißt, dass bei Zellen ohne Miz1 zum Einen die Substitution von Miz1 zum Anderen aber auch die
Inkubation mit EBSS die Fähigkeit zur Autophagosomenreifung wiederherzustellen vermag.
Die elektronenmikroskopische Beurteilung autophagischer Vakuolen gestaltet sich häufig schwie-
rig, da die einzelnen Stadien nicht immer voneinander oder von anderen Strukturen abgegrenzt
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werden können [Eskelinen, 2008b; Mizushima et al., 2010]. Außerdem muss bei der Interpretati-
on von Ergebnissen, die in der Elektronenmikroskopie gewonnen wurden, berücksichtigt werden,
dass es sich um eine statische Methode handelt, die eine Momentaufnahme einer Zelle darstellt und
die Dynamik der Autophagie schlecht erfassen kann. Zudem birgt sie die Schwierigkeit, dass von
der Morphologie nicht direkt auf die Funktion geschlossen werden kann [Mizushima et al., 2010].
Diese Unsicherheiten müssen bei der Interpretation der Ergebnisse bedacht werden.
Zusätzlich darf nicht außer Acht gelassen werden, dass nicht mit Sicherheit auszuschließen ist,
dass sich die Funktion und Wirkungsweise des humanen Miz1 von dem murinen Miz1 unterschei-
det. Zwar besteht eine 92%ige Homolgie zwischen den beiden Proteinen [Peukert et al., 1997],
dennoch ist es möglich, dass das humane Miz1 seine Wirkung in Mausfibroblasten anders entfaltet,
als in humanen Zellen. Eine Alternative zur Substitution von hMiz1 in ∆POZ Zellen wäre, murines
Miz1 in Wildtyp MEFs zu inhibieren. Über einen siRNA vermittelten Knockdown wäre es möglich,
WildtypMiz1 auszuschalten und auf diese Weise Zellen ohne Miz1 zu generieren. Der Vorteil wäre,
dass die Vergleiche ebenfalls innerhalb Zellen einer Zelllinie gezogen werden würden. Ein Nach-
teil wäre, dass über einen Knockdown keine vollständige Suppression von Miz1 erreicht werden
könnte.
Zusammenfassend lässt sich jedoch feststellen, dass Autophagie im stimulierten Zustand anders
reguliert wird als unter basalen Bedingungen. Es konnte gezeigt werden, dass Miz1 während nor-
maler, basaler Autophagie eine wichtige Rolle in der Regulation übernimmt. Während stimulierter
Autophagie scheinen andere, noch unbekannte Faktoren an der Regulation beteiligt zu sein, so dass
in diesem stimulierten Zustand auch bei Fehlen von Miz1 die Reifung autophagischer Vakuolen
möglich ist. Ein Hinweis dafür, dass Miz1 auch während stimulierter Autophagie eine, wenn auch
untergeordnete Rolle spielen könnte, ist die Tatsache, dass die Morphologie mit pB-⊘ und pB-Miz1
infizierter MEFs nach Inkubation mit EBSS nicht identisch ist. Typ II Vakuolen mit sehr großen Lu-
mina, die charakteristischerweise in den mit hMiz1 substituierten MEFs nach EBSS-Stimulation zu
finden waren (Abbildung 3.35 auf Seite 92), konnten in den mit dem Leervektor infizierten Ver-
gleichszellen nach EBSS Inkubation nicht nachgewiesen werden. In diesen Zellen waren zwar auch
Typ II Vakuolen vorhanden, die Größe der Lumina erreichte aber nicht die Größe, wie einige der
Typ II Vakuolen in mit pB-Miz1 infizierten ∆POZ 3T3 MEFs (Abbildung 3.34 auf Seite 91).
4.3 Einfluss von Miz1 auf die Genexpression
Autophagie-assoziierter Gene
Die Stimulation zur Autophagie ruft eine Veränderung der Miz1-Genexpression hervor. Auch auf
morphologischer Ebene konnte gezeigt werden, dass Zellen mit oder ohne funktionstüchtigem Miz1
Unterschiede in der Autophagosomenreifung aufweisen bzw. unterschiedlich auf AS-Entzug reagie-
ren (Kapitel 3.2.3 auf Seite 85). Das bedeutet, dass ein Einfluß von Miz1 auf die Autophagie sehr
wahrscheinlich ist. Es sollte nun untersucht werden, auf welche Art und Weise Miz1 Autophagie
reguliert bzw. welchen Teilschritt des autophagischen Prozesses Miz1 beeinflusst. Eine Möglichkeit
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der Autophagieregulation ist die Modifikation der Expression der für die Konjugationssysteme der
Autophagie wichtigen Gene.
In der Literatur sind zum Teil bereits Interaktionspartner von Atg-Genen bekannt, die über diese
vermittelt das Maß an Autophagie regulieren können. So konnte vor Kurzem mit der Aufklärung
der Abhängigkeiten zwischen Atg9, p38IP und p38α ein Mechanismus zur Regulation der Auto-
phagie, an der ein Atg-Protein direkt beteiligt ist, aufgedeckt werden [Webber and Tooze, 2010a].
Auch Bif-1 reguliert über Atg9 die Autophagosomenbildung, indem es für die Bereitstellung Atg9-
haltiger Membranen sorgt [Takahashi et al., 2011]. Aber auch die Modifizierung von Atg-Proteinen
durch z. B. Phosphorylierungen, Oxidierungen, Azetylierungen oder proteolytischen Abspaltungen
sowie Protein-Interaktionen tragen durch Veränderungen der Funktion von Atg-Proteinen zur Au-
tophagieregulation bei [Mehrpour et al., 2010b].
Über die Faktoren, die an der Regulation der Expression Autophagie-assoziierter Gene betei-
ligt sind, ist bislang wenig bekannt. Es konnte nachgewiesen werden, dass Transkriptionsfaktoren
wie NF-κB, E2F1, hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) oder Mitglieder der FoxO Proteinfamilie
die Transkription bestimmter Atg-Gene direkt beeinflussen können [Mehrpour et al., 2010b]. Auch
für die MAP-Kinase c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) [Li et al., 2009], für eucaryotic translati-
on initiation factor 2 alpha (eIF2alpha) [Kouroku et al., 2007] und für glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) [Colell et al., 2007] konnte der Einfluss auf die Expression Autopagie-
assoziierter Gene gezeigt werden [Mehrpour et al., 2010b]. In humanen Monozyten und myeloi-
schen Leukämiezellen konnte zudem ein Effekt von Vitamin D3 auf die Induktion von Autophagie-
Genen nachgewiesen werden. Der Mechanismus ist noch unbekannt [Wang et al., 2008; Yuk et al.,
2009]. Kürzlich wurde erstmals ein Effekt von microRNAs auf die Regulation der Autophagie ge-
zeigt. miRNA miR-30a scheint die Expression des Atg-Gens Beclin1 (Homolog von Atg6 in der
Hefe) zu reprimieren [Zhu et al., 2009]. Zudem wurde berichtet, dass für p73, das zur p53 Familie
gehört, ebenfalls nachgewiesen werden konnte, dass es Autophagie induzieren kann, indem es eine
Reihe Autophagie-assoziierter Gene direkt reguliert [Balaburski et al., 2010].
Um besser zu verstehen, wie Miz1 in den autophagischen Prozess eingreift, sollte untersucht
werden, ob Miz1 die Expression von Atg-Genen beeinflusst. Da Miz1 die Expression vieler sei-
ner Zielgene zusammen mit verschiedenen Partnern reguliert (siehe hierzu auch Kapitel 1.2.2 auf
Seite 15), wurde zunächst die Interaktion von Miz1 mit seinem wichtigsten Partner Myc näher
betrachtet.
4.3.1 Transkriptionelle Regulation von Myc durch Miz1
Miz1 ist ein Transkriptionsfaktor, der zum Einen Gene transkriptionell aktiviert [Smale and Balti-
more, 1989] und zum Anderen Faktoren rekrutiert, mit deren Hilfe er die Expression von Genen
hemmt [Peukert et al., 1997; Staller et al., 2001]. Für die transkriptionelle Aktivierung ist die Bin-
dung von Miz1 an Nukleophosmin (NPM) essentiell [Herkert et al., 2010; Wanzel et al., 2008].
Die Repression von Genen durch Miz1 wird über Myc, dem bedeutendsten Interaktionspartner von
Miz1, vermittelt [Herold et al., 2002; Peukert et al., 1997; Seoane et al., 2002, 2001; Staller et al.,
2001; Wanzel et al., 2003] (für detailliertere Informationen siehe auch Kapitel 1.2.2 auf Seite 15).
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Während bekannt ist, dass Myc die transkriptionelle Funktion von Miz1 beeinflusst (siehe oben),
ist ein Einfluss von Miz1 auf Myc in der Literatur nur auf Proteinebene beschrieben worden [Salghet-
ti et al., 1999]. Für die Stabilität des Proteins Myc ist die Assoziation von Myc mit Miz1 wichtig.
In Mutanten von Myc, die nicht zu einer Bindung mit Miz1 und Max fähig waren, konnte gezeigt
werden, dass die Halbwertszeit des Proteins Myc deutlich verringert war. Wurde lediglich die Bin-
dung mit Max unterbunden, war die Stabilität von Myc nicht beeinträchtigt. Darüberhinaus konnte
bei Überexpression von Miz1 eine erhöhte Stabilität von Myc nachgewiesen werden, allerdings
nur, wenn die Assoziation von Myc und Miz1 gewährleistet war. Dies bedeutet, dass Miz1 Myc
stabilisiert, indem es über seine POZ-Domäne an Myc bindet [Salghetti et al., 1999].
Es wäre möglich, dass Miz1 nicht nur auf Proteinebene die Stabilität von Myc fördert, son-
dern auch die Genexpression von Myc reguliert. Um zu untersuchen, ob Miz1 einen Einfluss auf
die Expression von Myc hat, wurde die Genexpression von Myc in MEFs mit und ohne funk-
tionstüchtigem Miz1 analysiert. Hierzu wurden Wildtyp MEFs verglichen mit MEFs, in denen die
POZ-Domäne des Miz1 Proteins ausgeknockt war (∆POZ MEFs).
In dieser Arbeit konnte während basaler Autophagie in ∆POZ MEFsARF eine verminderte Ex-
pression von Myc im Vergleich zu Wildtypzellen gemessen werden (Abbildung 3.14 auf Seite 69).
Das bedeutet, dass in Zellen, die kein funktionstüchtiges Miz1 enthielten, Myc schwächer expri-
miert wurde als in Zellen mit intaktem Miz1. Ob es sich hierbei um eine direkte Wirkung von
Miz1 auf die Genexpression von Myc handelt, oder ob der Effekt indirekt über ein anderes Myc-
regulierendes Protein bzw. Transkriptionsfaktor vermittelt wird, kann anhand der in dieser Arbeit
gewonnenen Daten nicht beurteilt werden.
Die Daten der Genexpressionsmessungen, die in nach dem 3T3-Protokoll immortalisierten MEFs
gewonnen wurden, ließen bei Berücksichtigung der gewählten Einteilungskriterien keine eindeuti-
ge Zuordnung von Myc als ein Miz1-abhängig exprimiertes Gen zu (Abbildung 3.4 auf Seite 60).
Gerade in der zweiten Messwiederholung zeigte sich aber auch in ∆POZ-Knockout Zellen der 3T3
MEFs eine deutliche Repression der Genexpression im Vergleich zu Wildtypzellen. Möglicherwei-
se könnte auch in diesem Zelltyp bei Erhöhung der Anzahl an Messwiederholungen eine Miz1-
abhängige Expression von Myc nachgewiesen werden.
Die Inkubation mit EBSS bewirkte in Zellen, die intaktes Miz1 enthielten, eine Repression der
Genexpression von Myc (Wildtyp MEFsARF siehe Abbildung 3.18 auf Seite 73 und mit hMiz1 sub-
stituierten ∆POZ MEFsARF siehe Abbildung 3.28 auf Seite 85). Dies ist ein Hinweis dafür, dass die
Expression von Myc während stimulierter Autophagie reprimiert wird. Dies könnte im Zusammen-
hang mit der proliferationsfördernden Wirkung von Myc und seiner Funktion bei der Überwindung
des Zellzyklusarrests [Adhikary and Eilers, 2005; Wanzel et al., 2003] gesehen werden (siehe auch
Kapitel 1.2.2 auf Seite 15). Die Induktion von Autophagie nach AS-Entzug ist ein Mechanismus
der Zelle um das Überleben in Hungerzeiten zu sichern [Lum et al., 2005; Ryan, 2010] (siehe auch
Kapitel 1.1.1 auf Seite 1). Auch eine Repression der Genexpression von Myc kann diesem Ziel
dienen, da durch eine eingeschränkte Expression von Myc dessen proliferationsfördernde Wirkung
auf Zellen abgeschwächt wird.
Die Ergebnisse der Genexpressionsmessungen, die in Zellen ohne funktionstüchtigem Miz1 bei
Inkubation mit EBSS gewonnen wurden, sind nicht eindeutig. Während die Inkubation mit EBSS
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in ∆POZ MEFsARF einen Anstieg der Genexpression bewirkte (Abbildung 3.18 auf Seite 73), führte
sie in mit dem Leervektor infizierten ∆POZ MEFsARF zu einer Repression der Genexpression (Ab-
bildung 3.28 auf Seite 85). Obwohl die Ergebnisse nicht eindeutig sind, ist dennoch eine Tendenz
zu erkennen, dass die Expression von Myc in MEFsARF mit funktionstüchtigem Miz1 durch die
Inkubation mit EBSS stärker reprimiert wird als in MEFsARF ohne funktionstüchtigem Miz1. Das
heisst, Miz1 reguliert möglicherweise auch während stimulierter Autophagie die Expression von
Myc.
Zusammenfassend lassen sich die gewonnenen Ergebnisse so interpretieren, dass Miz1 die Ex-
pression von Myc während basaler Autophagie positiv reguliert und während stimulierter Autopha-
gie reprimiert. Das würde bedeuten, dass Miz1 als Antwort auf ein Stresssignal wie AS-Entzug zum
Einen fördernd auf die Autophagie wirkt, z. B. indem es die Expression Autophagie-assoziierter Ge-
ne induziert (siehe folgendes Kapitel) und zum Anderen zu einer Hemmung der Zellproliferation
beiträgt, indem es die Expression von Myc reprimiert.
Auffällig ist, dass die besprochenen Abhängigkeiten der Myc Genexpression von Miz1 nur in
MEFsARF nicht aber in 3T3 MEFs nachgewiesen werden konnten. Näheres zu diesen Unterschieden
folgt in Kapitel 4.3.4 auf Seite 120.
4.3.2 Einfluss von Miz1 auf die Teilschritte des autophagischen Prozesses
Um den Einfluss von Miz1 auf die Expression Autophagie-assoziierter Gene zu untersuchen, wurde
deren Genexpression in Zellen mit bzw. ohne Miz1 unter DMEM-Bedingungen verglichen. Des-
weiteren sollte untersucht werden, ob Miz1 die Regulation der Autophagie auch unter stimulierten
Autophagie-Bedingungen beeinflusst. Ein starker Stimulus für die Autophagie ist der Entzug von
Aminosäuren [Kuma et al., 2004; Liao et al., 2008; Müller, 2008]. Um einen möglichen Einfluss von
Miz1 auf die Induktion der Autophagie durch die Inkubation mit EBSS zu beleuchten, wurde die
Genexpression der mit EBSS inkubierten Zellen in Relation gesetzt zu den mit DMEM inkubierten
Vergleichszellen. Auf diese Weise kann die Expression eines Gens während basaler Autophagie mit
der nach Autophagiestimulation verglichen werden. Indem die durch EBSS bewirkte Expressions-
änderung in Zellen mit bzw. ohne Miz1 verglichen wurde, konnte außerdem eine Aussage darüber
getroffen werden, ob die Induktion bzw. Repression abhängig von Miz1 verläuft.
Die Genexpressionsanalyse der am autophagischen Kompartiment beteiligten Gene gibt Hinwei-
se darauf, welche Schritte des autophagischen Prozesses durch Miz1 reguliert werden könnten.
4.3.2.1 Einfluss auf die Initiation der Autophagosomenbildung
Auf die Initiation der Autophagosomenbildung konnte auf molekularer Ebene in dieser Arbeit kein
Einfluss von Miz1 festgestellt werden. Die Gene ULK1 und ULK2, die maßgeblich an der Initia-
tion beteiligt sind (siehe Kapitel 1.1.3 auf Seite 3), wurden in ∆POZ Zellen in ähnlicher Höhe
exprimiert wie in Wildtypzellen (Abb. 3.3, 3.12, 3.13). Auch in ∆POZ Zellen, die lediglich das
trunkierte Miz1 aufwiesen, war die Genexpression der beiden Gene vergleichbar mit der in den mit
hMiz1 substituierten Zellen (Abb. 3.22, 3.25). Die Inkubation mit EBSS bewirkte eine Induktion
der Genepxression, die jedoch unabhängig von Miz1 war (Abb. 3.9, 3.10, 3.16, 3.17, 3.23, 3.27).
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Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Gene ULK1 und ULK2 während basaler Autopha-
gie unabhängig von Miz1 exprimiert werden und dass ihre Expression nach Inkubation mit EBSS
unabhängig von Miz1 induziert wird.
4.3.2.2 Einfluss auf die Reifung von Autophagosomen
Für die Elongation der Phagophorenmembran spielen vor allem die Gene des Ubiquitin-ähnlichen
Konjugationssystems eine wichtige Rolle (siehe Kapitel 1.1.3 auf Seite 3). In dieser Arbeit konnten
Hinweise gefunden werden, dass die Expression einiger dieser Gene durch Miz1 reguliert werden.
Dies ist als Hinweis zu werten, dass Miz1 an der Ausbildung autophagischer Vesikel und an der Au-
tophagosomenreifung beteiligt ist. Zusätzlich konnte das Gen Atg9, für das ebenfalls eine Funktion
in der Membranelongation bekannt ist (Kapitel 1.1.3 auf Seite 3), als Miz1-abhängig identifiziert
werden. Auf Atg9 wird im nächsten Kapitel näher eingegangen.
Atg4
In höheren Eukaryoten sind vier Paraloge von Atg4 bekannt, Atg4a, b, c und d [Mariño et al., 2003].
Atg4 agiert als Cystein-Protease, indem sie das C-terminale Arginin von LC3 abspaltet und damit
zu LC3-I umwandelt. LC3-I kann an Phosphatidylethanolamin (PE) binden und wird in dieser Form
als LC3-II bezeichnet. Nach Schluß des Autophagosoms spaltet Atg4 gebundenes LC3-II von PE
ab, das nun wieder in löslicher Form als LC3-I im Zytosol zur Verfügung steht [Kabeya et al.,
2000; Kirisako et al., 2000]. Auf diese Weise spielt Atg4 eine wichtige Rolle für die Prozessie-
rung von LC3 und für die Dekonjugation von an PE gebundenem LC3-II (siehe auch Kapitel 1.1.3
auf Seite 3). Atg4b scheint das in Säugerzellen bedeutendste der vier Paraloga zu sein. Es fördert
die Prozessierung der bekannten Säugerparaloga von LC3, GABARAP, GATE-16 und Apg8L, und
es konnte gezeigt werden, dass Atg4b die Fähigkeit besitzt, LC3 zu delipidieren [Hemelaar et al.,
2003; Tanida et al., 2004]. Für andere Atg4 Paraloga konnte eine Funktion bei der Konjugation von
LC3 nicht nachgewiesen werden. Man geht aber davon aus, dass sie spezifisch auf bestimmte Para-
loga von LC3 wirken könnten. Atg4a zum Beispiel wirkt als Cystein Protease auf das LC3 Paralog
GATE-16 [Betin and Lane, 2009b; Scherz-Shouval et al., 2007]. Experimente an Atg4c-Knockout
Mäusen zeigten, dass Atg4c unter normalen Bedingungen nicht für den Autophagieprozess essenti-
ell ist. Allerdings erfordert die Anpassung des Organismus an Stressbedingungen, wie z. B. Hunger,
Atg4c für eine effektive autophagische Antwort [Mariño et al., 2007]. Atg4d ist seinerseits Ziel für
Prozessierungen und übt eine wichtige Funktion für die Regulation von Autophagie und Apoptose
aus [Betin and Lane, 2009a,b].
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Gene Atg4c und Atg4d in 3T3 MEFs während
basaler Autophagie abhängig von Miz1 exprimiert werden. In ∆POZ Zellen war die Expression der
beiden Gene im Vergleich zu Wildtypzellen erniedrigt (Abbildung 3.5 auf Seite 61). Die Ergebnisse
für Atg4c konnten in einer Diplomarbeit bestätigt werden [Oppenheimer, 2009]. Für Atg4a konnte
in ∆POZ MEFsARF, die lediglich das trunkierte Miz1 aufwiesen, eine verminderte Expression im
Vergleich zu den mit hMiz1 substituierten Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 3.26 auf Sei-
te 83). Inwieweit die Genexpression des einen oder anderen Atg4-Paralogs durch Miz1 reguliert
wird, ist anhand der vorliegenden Daten nicht mit abschließender Sicherheit zu beurteilen, da die
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gefundenen Effekte nur jeweils in einer Zelllinie nachzuweisen waren. Für Atg4b, dem Paralog,
dem in der Autophagie die wichtigste Bedeutung zugeschrieben wird (siehe oben), konnte keine
Abhängigkeit von Miz1 während basaler Autophagie gezeigt werden. Dennoch geben die Daten
einen starken Hinweis dafür, dass Miz1 grundsätzlich an der Regulation der Genexpression von
Atg4 beteiligt sein könnte. Ob diese Regulation auf direktem oder indirektem Weg erfolgt und wie
sich der Einfluss von Miz1 auf die verschiedenen Paraloga unterscheidet, muss in weitergehenden
Untersuchungen näher beleuchtet werden.
Die Inkubation mit EBSS bewirkte in mit dem Leervektor infizierten ∆POZ MEFsARF eine stär-
kere Induktion der Genexpression von Atg4a und Atg4b als in den mit pB-Miz1 infizierten Ver-
gleichszellen (Abbildung 3.28 auf Seite 85). Untersuchungen in mit dem pBABE Vektor infizierten
∆POZ 3T3 MEFs ergaben für Atg4b jedoch hierzu widersprüchliche Ergebnisse (Abbildung 3.24
auf Seite 81). Für die anderen Atg4-Paraloga sowie in den Untersuchungen in nicht-infizierten Zel-
len konnten keine Abhängigkeiten von Miz1 festgestellt werden. Der Einfluss von Miz1 auf die
Regulation der Genexpression der Atg4-Paraloga nach Inkubation mit EBSS bleibt somit unklar.
Atg16 und Ubiquitin-ähnliche Konjugationssysteme
Neben Atg16 sind Atg12, Atg5, Atg7, Atg10, Atg3 und LC3 wichtige Gene des Konjugations-
systems und sollen im Folgenden behandelt werden. Atg12 und Atg5 sind Teile eines Ubiquitin-
ähnlichen Konjugationssystems, die mit Atg16 einen stabilen Komplex bilden und eine wichtige
Funktion für die Elongation der Phagophorenmembran und die Ausbildung der Autophagosomen
übernehmen [Kuma et al., 2002; Mizushima et al., 1999] (siehe auch Kapitel 1.1.3 auf Seite 3). Mi-
zushima und Kollegen konnten 2003 das Säugetierhomolog des Hefe-Proteins Atg16 identifizieren
[Mizushima et al., 2003]. In der Maus wird es in drei Isoformen exprimiert, für die jedoch kei-
ne Unterschiede bezüglich ihrer Fähigkeit, eine Komplexbildung mit Atg12 und Atg5 einzugehen,
festgestellt werden konnten. Es besteht aber die Möglichkeit, dass sich die Atg16 Isoformen in wei-
teren, noch nicht untersuchten Funktionen unterscheiden [Mizushima et al., 2003]. Atg7 fungiert
als Vermittler in den beiden Ubiquitin-ähnliche Konjugationssystemen (siehe auch Kapitel 1.1.3
auf Seite 3). Es unterstützt die Konjugation von Atg12 an Atg5 sowie die Lipidierung von LC3-I zu
LC3-II [Yang and Klionsky, 2009].
In ∆POZ MEFsARF, die mit dem Leervektor infiziert wurden, war die Genexpression der an
der Elongation der Phagophorenmembran beteiligten Gene Atg3, Atg5, Atg7, LC3b und Atg10
vermindert im Vergleich zu den Zellen, die das humane Miz1 überexprimierten (Abbildung 3.26
auf Seite 83). Dies spricht für eine Abhängigkeit der Expression dieser Gene von Miz1. In einer
nachfolgenden Diplomarbeit wurde die Abhängigkeit der Gene Atg5 und Atg7 von Miz1 bestä-
tigt [Oppenheimer, 2009]. Die Messungen im Rahmen dieser Diplomarbeit zeigten eine statistisch
signifikant verminderte Genexpression von Atg5 und Atg7 in ∆POZ 3T3 MEFs im Vergleich zu
Wildtyp 3T3 MEFs. Da die in dieser Arbeit durchgeführten Messungen in mit dem pBABE Vektor
substituierten ∆POZ MEFsARF nur einmal durchgeführt wurden und die Ergebnisse für die oben
genannten Gene in anderen Zelltypen nicht bestätigt werden konnten, kann jedoch keine definitive
Aussage zur Miz1-Abhängigkeit dieser Gene getroffen werden.
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Während stimulierter Autophagie wurden die oben genannten Gene in mit dem pBABE Vektor
substituierten ∆POZ MEFsARF ebenfalls abhängig von Miz1 exprimiert. In den mit dem Leervek-
tor infizierten MEFs wurde die Expression dieser Gene stärker durch EBSS induziert als in den
mit hMiz1 substituierten MEFs (Abbildung 3.28 auf Seite 85). Auch hier ist die Datenlage jedoch
unsicher, da die Daten auf nur einer Messwiederholung beruhen und die Ergebnisse in den verschie-
denen Zelltypen zum Teil gegensätzlich waren. Hier wären weitere Messwiederholungen nötig, um
den Einfluss von Miz1 auf das Verhalten der Transkription dieser Gene bei Inkubation mit EBSS
aufzuklären.
Für Atg16L2 war die Datenlage eindeutiger. Bei Inkubation mit Vollmedium wurde Atg16L2 in
∆POZ 3T3 MEFs und ∆POZ MEFsARF stärker exprimiert als in den jeweiligen Wildtypzellen (Ab-
bildung 3.5 auf Seite 61 und Abbildung 3.14 auf Seite 69). Es ist somit sehr wahrscheinlich, dass die
Expression von Atg16L2 während basaler Autophagie durch Miz1 reguliert wird. Diese Ergebnisse
werden zudem durch andere in der Arbeitsgruppe durchgeführte Messungen mittels semiquanti-
tativer PCR gestützt [Müller, 2008]. Die Daten lassen vermuten, dass Miz1 dafür verantwortlich
ist, die Expression von Atg16L2 während basaler Autophagie zu drosseln. Eine andere Erklärung
wäre, dass die vermehrte Expression von Atg16L2 in ∆POZ MEFs ein Anpassungsmechanismus
an den Ausfall der POZ-Domäne ist. Demnach würde als Ausgleich dafür, dass ein anderes Gen
durch den Miz1 POZ-Domäne Knockout vermindert exprimiert wird, indirekt die Genexpression
von Atg16L2 induziert werden.
Die Inkubation mit EBSS bewirkte eine Induktion der Atg16L2 Expression, allerdings konnte ein
Einfluss von Miz1 auf die Induktion nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen
nahe, dass die Regulation der Atg16L2 Expression während stimulierter Autophagie unabhängig
von Miz1 verläuft.
In der Literatur sind bislang keine unterschiedlichen Funktionen für die Atg16 Isoformen be-
schrieben. Dennoch konnten in dieser Arbeit Unterschiede der Genexpressionen von Atg16L1 und
Atg16L2 festgestellt werden. Es ist somit möglich, dass den beiden Proteinen bisher noch unbe-
kannte Funktionen zukommen.
4.3.2.3 Einfluss auf den Membrantransport
In Säugerzellen sind zwei Homologe des zunächst in der Hefe beschriebenen Transmembranpro-
teins Atg9 bekannt. Das heute als Atg9a bezeichnete Homolog wird ubiquitär in Säugerzellen ex-
primiert, während Atg9b vor allem in der Plazenta und in der Hypophyse nachgewiesen werden
konnte [Yamada et al., 2005]. Bislang wird in der Literatur in Bezug auf die Funktion meist nicht
zwischen den beiden Formen unterschieden.
Wie in Kapitel 1.1.3 auf Seite 3 beschrieben, wird Atg9 eine wichtige Aufgabe bei der Autopha-
gosomenbildung zugeschrieben. Indem es Lipide und Proteine an die sich verlängernde autopha-
gosomale Membran rekrutiert, trägt es zur Membranverlängerung bei und ermöglicht die Seque-
strierung zytoplasmatischen Materials [Webber et al., 2007]. Ein Protein, das mit Atg9 zu intera-
gieren scheint, ist Bif-1. Es wird vermutet, dass die Verschmelzung von Bif-1-haltigen Vesikeln mit
Strukturen, die Atg9 enthalten, die nötigen Voraussetzungen für die Krümmung der wachsenden
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Autophagosomenmembran schaffen [Takahashi et al., 2008]. Zudem scheint Bif-1 bei geringem
Nährstoffangebot die Abspaltung von Membranen des Golgi-Apparates zu vermitteln und auf die-
se Weise die Bereitstellung Atg9-haltiger Membranen für die Autophagosomenbildung zu regeln
[Takahashi et al., 2011]. Kürzlich konnte außerdem p38 interacting protein (p38IP) als neuer Inter-
aktionspartner von Atg9 identifiziert werden. Es bindet an die C-terminale Domäne von Atg9 und
übernimmt eine wichtige Funktion bei der Umverteilung von Atg9 unter Hungerbedingungen und
damit für Autophagosomenbildung und Regulation des autophagischen Prozesses. Dies scheint der
erste Hinweis für die Regulation des autophagischen Prozesses durch das Protein Atg9 zu sein. Eine
Aktivierung von p38α mitogen-activated protein kinase (MAPK), einer Kinase die die Interaktion
von p38IP und Atg9 negativ reguliert, kann das Niveau an Autophagie über Atg9 und p38IP kon-
trollieren. Dies dient wahrscheinlich dazu, das Ausmaß der Autophagie zu begrenzen und könnte
ein Mechanismus sein, autophagischen Zelltod zu limitieren [Webber and Tooze, 2010a].
Unter basalen Bedingungen konnte ein Einfluss von Miz1 auf die Atg9b Expression gezeigt wer-
den. In ∆POZ MEFsARF wurde Atg9b im Vergleich zu Wildtypzellen weniger stark exprimiert.
Die Daten zweier Experimente sowie eines technischen Replikats waren konsistent und deuteten
auf eine Miz1-abhängige Expression hin (Abbildung 3.14 auf Seite 69). In 3T3 MEFs zeigte die
Expression von Atg9b in ∆POZ Zellen ebenfalls sehr große Abweichungen von der Expression in
Wildtypzellen. Da das Gen jedoch in einer Messung stärker und in der anderen schwächer als in
Wildtypzellen exprimiert wurde, konnte für diesen Zelltyp anhand der vorliegenden Daten keine
eindeutige Aussage getroffen werden (Abbildung 3.4 auf Seite 60). Interessant ist, dass in einer
nachfolgenden Diplomarbeit von Sarah Oppenheimer herausgefunden wurde, dass Atg9b in ∆POZ
3T3 MEFs signifikant reprimiert ist [Oppenheimer, 2009]. Auch in ihrer Messreihe war jedoch
ein einzelner Messwert zu verzeichnen, der einen bis zu 3-fachen Anstieg der Atg9b Expression
in ∆POZ MEFs aufwies. Es könnte somit durchaus sein, dass der in dieser Arbeit gemessene Wert
der zweiten Messung in ∆POZ 3T3 MEFs, der einen 2,2fachen Anstieg anzeigte (Abbildung 3.4 auf
Seite 60), auf einem technischen Fehler beruht, der durch Pipettierungenauigkeiten, einer fehlerhaf-
ten cDNA-Synthese oder Ähnlichem zustande gekommen sein könnte. Das heißt, es wäre möglich,
dass das Gen Atg9b in 3T3 MEFs abhängig von Miz1 exprimiert wurde. Unterstützt wird diese
Hypothese von anderen in der Arbeitsgruppe durchgeführten Messungen mittels semiquantitativer
PCR, die ebenfalls eine Repression von Atg9b in ∆POZ 3T3 MEFs zeigten [Müller, 2008].
Insgesamt lassen die Ergebnisse vermuten, dass Miz1 während normaler, basaler Autophagie an
der Regulation der Expression von Atg9b beteiligt ist. Untermauert wird dieses Ergebnis zusätzlich
durch Ergebnisse des Substitutionsexperiments in ∆POZ MEFsARF. Bei Inkubation mit Vollmedi-
um konnte in den hMiz1 überexprimierenden Zellen eine stärkere Genexpression von Atg9b als in
den mit dem Leervektor infizierten Vergleichszellen beobachtet werden (Abbildung 3.26 auf Sei-
te 83). Dies zeigt, dass die Substitution von humanem Miz1 die Expression von Atg9b in ∆POZ
Zellen verändert. Außerdem kann daraus gefolgert werden, dass das substituierte humane Miz1 die
Expression von Atg9b in ∆POZ Zellen wiederherzustellen vermag. Dies lässt auf einen rettenden
Effekt der Miz1-Substitution auf die Atg9b Expression schliessen. Gestützt werden diese Ergeb-
nisse durch ein Substitutionsexperiment von hMiz1 in 3T3 MEFs, das mit Hilfe semiquantitativer
PCR-Messungen ausgewertet wurde [Müller, 2008]. Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass
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die Ergebnisse insgesamt einen sehr starken Hinweis dafür liefern, dass Miz1 für die Expression
von Atg9b während basaler Autophagie eine entscheidende Rolle spielt. Es kann daher vermutet
werden, dass Miz1 nicht nur über die Transkriptionsregulation der am Ubiquitin-ähnlichen Kon-
jugationssystem beteiligten Gene die Reifung von Autophagosomen regulieren kann, sondern dass
es auch durch die Regulation der Expression von Atg9b Einfluss auf Prozesse der Membranelon-
gation, der Membrankrümmung und Autophagosomenbildung nimmt. Es ist bekannt, dass Atg9b
an der Verteilung autophagischer Membranen beteiligt ist [Webber and Tooze, 2010a]. Es ist zu
vermuten, dass Miz1 durch die Transkriptionsregulation von Atg9b diese Verteilung beeinflussen
kann.
Nach Induktion der Autophagie konnte eine Abhängigkeit der Atg9b Genexpression von Miz1
in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Die Inkubation mit EBSS bewirkte sowohl in 3T3 MEFs als
auch in MEFsARF eine Induktion der Atg9b Expression. Aufgrund uneinheitlicher Messergebnisse
konnte jedoch nicht differenziert werden, ob diese Induktion abhängig von Miz1 verlief (Abbil-
dung 3.10 auf Seite 66 und Abbildung 3.17 auf Seite 72). Während ein Einfluss von Miz1 auf die
Genexpression von Atg9b während basaler Autophagie sehr wahrscheinlich ist, bleibt die Rolle von
Miz1 auf die Regulation nach Induktion der Autophagie unklar. Da Atg9b unter Bedingungen einer
stimulierten Autophagie auch in ∆POZ Zellen induziert wurde, kann davon ausgegangen werden,
dass die Expression von Atg9b nicht nur von Miz1, sondern auch von anderen Faktoren reguliert
wird. Es wäre auch denkbar, dass der Einfluss, den Miz1 auf die Expression von Atg9b unter basa-
len Bedingungen ausübt, während stimulierter Autophagie an Bedeutung verliert. Die Stimulation
mit EBSS bewirkt eine Induktion von Signalkaskaden, die Autophagie positiv regulieren [Blom-
maart et al., 1995; Ravikumar et al., 2010; Sarbassov et al., 2005; Wang and Levine, 2010] (siehe
auch Kapitel 1.1.5 auf Seite 8). Es wäre möglich, dass diese zusätzlich aktivierten Signalkaskaden
die Expression von Atg9b so stark induzieren können, dass in ∆POZ Zellen, denen die fördernde
Wirkung von Miz1 fehlt, dieser Mangel zumindest teilweise überwunden werden kann.
Es ist bislang nicht bekannt, in wie fern und ob sich die Funktionen von Atg9a und Atg9b un-
terscheiden und ob die Proteine austauschbar verwendet werden können. In den hier durchgeführ-
ten Genexpressionsmessungen konnte ein klarer Unterschied der Genexpressionen von Atg9a und
Atg9b festgestellt werden, was eine unterschiedliche Funktion der beiden Gene in der Autopha-
gie vermuten lassen könnte. Es müsste jedoch geklärt werden, ob sich dieser Unterschied auch auf
Proteinebene manifestiert.
In dieser Arbeit konnte ein Einfluss des Transkriptionsfaktors Miz1 auf die Expression der Auto-
phagie-assoziierten Gene Atg9b und Atg16L2 festgestellt werden. Für weitere Atg-Gene kann ein
Einfluss vermutet, in dieser Arbeit jedoch nicht sicher gezeigt werden. Um weitere Informationen
über die Art des Einflusses von Miz1 zu erhalten, wäre es interessant zu untersuchen, ob Miz1 die
beiden Gene direkt oder indirekt reguliert. Hierfür könnte ein ChIP Assay durchgeführt werden, mit
dessen Hilfe es möglich wäre, zu bestimmen, ob eine Bindung des Proteins Miz1 an das Gen Atg9b
bzw. Atg16L2 erfolgt. Außerdem könnte in weiterführenden Experimenten überprüft werden, ob
sich die Veränderungen, die auf Genexpressionsebene beobachtet werden konnten, auch auf die
Proteinsynthese der Zellen auswirken. Hierfür könnten Westernblots durchgeführt werden, in denen
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mit Hilfe spezifischer Antikörper Atg-Proteine identifiziert werden könnten. In einer nachfolgenden
Diplomarbeit [Oppenheimer, 2009] wurde dies bereits für die Atg-Proteine Atg4c, Atg5, Atg7 und
Atg9b versucht. Leider konnte für keines der Proteine ein Ergebnis erzielt werden.
4.3.3 Konventionelle Makroautophagie vs. Atg5/Atg7-unabhängige,
alternative Makroautophagie
Die in den vorherigen Kapiteln beschriebenen Schritte der Autophagie werden allgemein als kon-
ventionelle Makroautophagie bezeichnet. Vor Kurzem wurde allerdings eine alternative Form von
Makroautophagie beschrieben [Nishida et al., 2009], die ebenfalls zur Autophagosomenbildung und
zum autophagischen Abbau von Proteinen führt, bei der jedoch charakteristische und als essenti-
ell angesehene Details (z.B. Mitwirken von Atg5 und Atg7, Bildung von LC3-II) fehlen (für eine
detaillierte Beschreibung des Prozesses siehe Kapitel 1.1.4 auf Seite 7).
In dieser Arbeit kann nicht sicher differenziert werden, welche Form der Autophagie in den
untersuchten MEFs durch Aminosäureentzug induziert wurde. Die Ergebnisse der Genexpressions-
messungen lassen keine eindeutige Zuordnung zu den beiden in der Literatur beschriebenen Vari-
anten der Autophagie zu. Die Induktion der Genexpression der Gene Atg7, LC3a, LC3b, Atg9a,
Atg9b, Atg10, Atg12, Atg16L1 und Atg16L2 durch AS-Entzug, die in allen untersuchten Zelltypen
nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.9, 3.10, 3.16, 3.17, 3.23, 3.24, 3.27, 3.28), ist auf eine Induk-
tion konventioneller Autophagie zurückzuführen, wenn man die Aussage von Nishida und Kollegen
berücksichtigt, dass die Gene der Ubiquitin-ähnlichen Konjugationssysteme, darunter Atg5, Atg7,
LC3, Atg12 und Atg16 sowie das Gen Atg9 nicht an alternativer Autophagie beteiligt sind [Nishida
et al., 2009] (siehe auch Kapitel 1.1.4 auf Seite 7). Die Expression von Atg3 und Atg5 wurde in
Wildtyp und ∆POZ MEFs durch EBSS jedoch nicht induziert oder die Daten waren widersprüch-
lich (Abb. 3.6, 3.7, 3.15). Es ist durchaus möglich, dass diese beiden Gene, die eine wichtige Rolle
in den Ubiquitin-ähnlichen Konjugationssystemen spielen (siehe Kapitel 1.1.3 auf Seite 3), un-
abhängig vom verwendeten Medium exprimiert werden. Für die Stimulation des autophagischen
Prozesses durch AS-Entzug ist es nicht notwendigerweise erforderlich, dass alle Atg-Gene indu-
ziert werden. Theoretisch wäre es allerdings auch denkbar, dass die fehlende Induktion von Atg5
auf eine Induktion alternativer Makroautophagie zurückzuführen sein könnte. Ein weiterer Hin-
weis dafür, dass zusätzlich alternative Autophagie in den untersuchten MEFs induziert worden sein
könnte, ist die EBSS-abhängige Induktion der Genexpression von ULK1 in allen untersuchten Zell-
typen (Abb. 3.10, 3.17, 3.23, 3.27), da ULK1 maßgeblich an der Regulation alternativer Autopha-
gie beteiligt sein soll [Nishida et al., 2009]. Selbstverständlich können die Genexpressionen von
ULK1 und ULK2 aber auch im Rahmen konventioneller Autophagie nach EBSS Inkubation indu-
ziert worden sein. Da die Auslöser, die den einen oder anderen Weg der Autophagie induzieren,
bislang nicht bekannt sind und zudem noch Unklarheit darüber herrscht, welche der für die kon-
ventionelle Autophagie wichtigen Gene an alternativer Autophagie beteiligt sind, kann somit nicht
unterschieden werden, welche Form der Autophagie in den MEFs der durchgeführten Experimente
induziert wurde. Interessant wäre, in weiterführenden Versuchen das Expressionsmuster von Rab9
zu quantifizieren, da der GTPase Rab9 eine wichtige Rolle für die Membranelongation und für Fu-
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sionsprozesse während Atg5-unabhängiger Autophagie zugeschrieben wird [Nishida et al., 2009].
Es wird spekuliert, dass die Funktionen von Atg5 während alternativer Makroautophagie durch
Rab9 ersetzt werden [Shimizu et al., 2010]. Hinsichtlich dieser neuen Erkenntnisse im Bereich der
Autophagieforschung ergibt sich eine neue Dimension der Frage des Einflusses von Miz1 auf die
Autophagie. Um den Einfluss von Miz1 auf den einen oder anderen Weg der Autophagie näher dif-
ferenzieren zu können, wäre es nötig, die molekularen Mechanismen der alternativen Autophagie
weiter aufzuklären. Es wäre gut möglich, dass Miz1 in der Regulation der beiden Prozesse unter-
schiedliche Funktionen übernimmt. Bislang handelt es sich bei alternativer Autophagie um eine
neue Entdeckung, über deren Bedeutung und Stellenwert noch keine einheitliche Meinung herrscht
[Klionsky and Lane, 2010]. So wurde die Frage aufgeworfen, ob dieser Mechanismus überhaupt
als Autophagie bezeichnet werden kann, da üblicherweise mit dem Begriff Makroautophagie ein
Prozess bezeichnet wird, der neben morphologisch fassbaren Veränderungen auch eine Beteiligung
der Atg-Proteine, und zwar insbesondere des LC3, einschließt. Da der von Nishida und Kollegen
aufgedeckte und mit alternativer Autopahgie bezeichnete Mechanismus diese Kriterien nicht erfüllt,
wurde angeregt, eine neue unabhängige Bezeichnung für den Vorgang zu schaffen [Klionsky and
Lane, 2010].
4.3.4 Einfluss von ARF auf die Regulation der Genexpression durch Miz1
Bei der Interpretation der Ergebnisse aus den Genexpressionsmessungen wurde bislang nicht unter-
schieden, ob es sich um in 3T3 MEFs oder in MEFsARF gewonnene Erkenntnisse handelte. Wäh-
rend für die Immortalisierung von 3T3 MEFs die Akquierierung von Mutationen Voraussetzung ist,
erfolgte die Immortalisierung bei MEFsARF durch shRNA vermittelten knockdown von ARF (sie-
he Kapitel 2.1.6 auf Seite 25). Betrachtet man die Ergebnisse aus 3T3 MEFs und MEFsARF, fällt
jedoch auf, dass zum Teil deutliche Unterschiede in den Ergebnissen zwischen Zellen, die ARF
exprimieren (3T3 MEFs) und solchen in denen ARF ausgeknockt wurde (MEFsARF) bestehen.
Bei der Genexpressionanalyse von Miz1 in 3T3 MEFs und MEFsARF wurde deutlich, dass Miz1
unter DMEM-Bedingungen in ∆POZ-Knockout Zellen bei Fehlen von ARF anders exprimiert wur-
de als bei Vorhandensein von ARF. In Zellen, in denen lediglich die Miz1 POZ-Domäne ausgenockt
war (∆POZ 3T3 MEFs), wurde Miz1 stärker exprimiert als in Wildtypzellen mit intaktem Miz1 (Wt
3T3 MEFs)(Abbildung 3.2 auf Seite 58). War jedoch zusätzlich zur POZ-Domäne von Miz1 ARF
ausgenockt (∆POZ MEFsARF), wurde Miz1 in ∆POZ-Zellen deutlich schwächer exprimiert als in
Zellen mit funktionstüchtigem Miz1 (Wt MEFsARF)(Abbildung 3.11 auf Seite 67). Das heißt, Miz1
wurde in ∆POZ Zellen bei Fehlen von ARF dramatisch herunterreguliert. Dies kann ein Hinweis
dafür sein, dass ARF Einfluss auf die Regulation der Miz1-Genexpression hat. Um dies näher zu un-
tersuchen, wäre es jedoch sinnvoll, die Expression von Miz1 in Wildtyp 3T3 MEFs und in Wildtyp
MEFsARF mittels qPCR-Messungen direkt zu vergleichen. Bei den in dieser Arbeit durchgeführten
Messungen ist ein direkter Vergleich nicht möglich. Die qPCR ist eine relative Quantifizierungs-
methode und erlaubt vergleichende Aussagen nur zwischen Ergebnissen, die auf die gleiche Be-
zugsgröße normalisiert wurden. Der Versuchsaufbau wurde so gewählt, dass die Messungen in 3T3
MEFs auf die Wildtyp 3T3 MEFs unter DMEM-Bedingungen und die Messungen in MEFsARF auf
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die Wildtyp MEFsARF unter DMEM-Bedingungen normiert wurden. Es kann somit lediglich die
Expressionsänderung in den beiden Zelltypen bei Ausschalten der POZ-Domäne im Vergleich zu
den jeweiligen Wildtypzellen beurteilt werden.
Außer einem Einfluss von ARF auf die Genexpression von Miz1 kann anhand der in dieser Arbeit
gewonnenen Daten vermutet werden, dass ARF Einfluss auf die Expressionsregulation von Genen
durch Miz1 nimmt. Nur in MEFsARF konnte eine Abhängigkeit der Myc Genexpression von Miz1
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse konnten in MEFs, die ARF unverändert exprimierten (3T3
MEFs) nicht gezeigt werden (siehe hierfür auch Kapitel 4.3.1 auf Seite 111). Das heißt, es wäre
möglich, dass ARF an der Regulation der Myc Genexpression durch Miz1 beteiligt ist.
Es ist bekannt, dass ARF das Spektrum an Genen, die durch Miz1 reprimiert werden, erweitert
[Herkert et al., 2010]. Während Miz1 allein die Genexpression von mindestens 100 verschiedenen
Zielgenen reprimiert, führen ARF und Miz1 zusammen zur Repression von 322 Zielgenen [Herkert
et al., 2010]. Auf ähnliche Weise erweitert sich in Anwesenheit von ARF die Anzahl der durch Myc
reprimierten Gene. Es gibt Überlappungen der durch Miz1 mit ARF und der durch Myc mit ARF
reprimierten Zielgene. Einige der durch Miz1 in Anwesenheit von ARF reprimierten Gene werden
jedoch nicht durch Myc reguliert [Herkert et al., 2010]. Dies ist ein Hinweis dafür, dass ARF zusam-
men mit Miz1 die Genexpression bestimmter Gene regulieren kann. Theoretisch wäre es denkbar,
dass es sich bei einem dieser von Miz1 und ARF reprimierten Gene um Myc handelt. Ein weiterer
Hinweis dafür, dass ARF Einfluss auf die Miz1-vermittelte Regulation der Genexpression nehmen
kann, ist die Tatsache, dass ARF an Miz1 binden und dabei NPM, einen Koaktivator von Miz1,
der für die Miz1-Funktion essentiell ist, aus seiner Bindung mit Miz1 verdrängen kann [Herkert
et al., 2010; Wanzel et al., 2008]. ARF konkurriert mit NPM um die Bindung an Miz1 und kann
auf diese Weise die transkriptionelle Aktivierung der Zielgene von Miz1 verhindern [Herkert et al.,
2010]. Die vorgestellten Mechanismen zeigen, dass ARF und Miz1 interagieren und gemeinsam
an der Regulation der Genexpression bestimmter Gene beteiligt sind. Sie können die in dieser Ar-
beit angestellten Vermutungen, dass die Genexpression von Myc in Abhängigkeit von ARF durch
Miz1 reguliert wird, jedoch nicht bestätigen. Da die Ergebnisse dieser Arbeit auf sehr wenigen
Daten beruhen und bislang nicht reproduziert wurden, bleiben die gezogenen Schlüsse spekulativ.
Es wäre jedoch interessant, den Hinweis der Interaktion von ARF und Miz1 in der Regulation der
Genexpression von Myc weiter zu verfolgen.
Weitere Hinweise für den Einfluß von ARF auf die Expressionsregulation durch Miz1 finden
sich bei der Genexpressionsanalyse Autophagie-assoziierter Gene. Die Gene, die in 3T3 MEFs
Miz1-abhängig exprimiert bzw. Miz1-abhängig durch EBSS reguliert wurden, unterscheiden sich
von denen, die in MEFsARF als Miz1-abhängig identifiziert wurden. In Tabelle 4.1 auf Seite 122
sind die Miz1-abhängigen Gene in ARF-haltigen Zellen (3T3 MEFs) den Miz1-abhängigen Genen
in Zellen ohne ARF (MEFsARF) gegenübergestellt. Insgesamt fällt auf, dass abhängig vom Vorhan-
densein von ARF unterschiedliche Gene als Miz1-abhängig identifiziert wurden. Außerdem ist fest-
zustellen, dass, wenn ein Gen in beiden Zelltypen Miz1-abhängig exprimiert bzw. Miz1-abhängig
durch EBSS reguliert wurde, die Art des Einflusses von Miz1 auf die Genexpression häufig ge-
gensätzlich war (in Tabelle 4.1 auf Seite 122 gekennzeichnet durch einen grünen oder roten Pfeil).
Wurde die Expression eines Gens in Zellen mit ARF bei Fehlen der POZ-Domäne verstärkt expri-
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miert (gekennzeichnet durch einen grünen Pfeil), so wurde sie in Zellen ohne ARF bei Fehlen der
POZ-Domäne herunterreguliert (gekennzeichnet durch einen roten Pfeil) und umgekehrt. Dies lässt
einen Einfluß von ARF auf die Expressionsregulation Autophagie-assoziierter Gene durch Miz1
vermuten.





























































































ULK1 - - - - - - - -
ULK2 - - - - - - - -
Atg3 - - ↑ ↓ - - ⇓ ⇑
Atg4a - - - ↓ - - - ⇑
Atg4b - - - - - - ⇓ ⇑
Atg4c ↓ - - - - - - -
Atg4d ↓ - - - - - - -
Atg5 - - - ↓ - - - ⇑
Atg7 - - - ↓ - - - ⇑
LC3a - - - - - - - ⇑
LC3b - - - ↓ - - - ⇑
Atg9a - - - - - - - ⇑
Atg9b - ↓ - ↓ - - ⇓ ⇑
Atg10 - - - ↓ - - ⇓ ⇑
Atg12 - - - - - - - ⇑
Atg16L1 - - - - - - ⇓ -
Atg16L2 ↑ ↑ - - - - - -
Myc - ↓ - - - ⇑ - ⇑
Tabelle 4.1: Übersicht über die Miz1-abhängigen Gene unter DMEM Bedingungen sowie über die bei
Inkubation mit EBSS Miz1-abhängig regulierten Gene. Es sind jeweils die Genexpressionen der Zellen
ohne Miz1 auf die Genexpressionen der Zellen mit Miz1 bezogen. Mit ↑ sind die Gene gekennzeichnet, die
bei Inkubation mit DMEM in Zellen ohne Miz1 (∆POZ MEFs oder ∆POZ pB-⊘) im Vergleich zu Zellen
mit Miz1 (Wildtyp MEFs oder ∆POZ pB-Miz1) verstärkt exprimiert werden. Mit ↓ sind die Gene versehen,
die bei Inkubation mit DMEM in Zellen ohne Miz1 im Vergleich zu Zellen mit Miz1 vermindert exprimiert
werden. Der Pfeil ⇑ kennzeichnet Gene, die nach Inkubation mit EBSS in MEFs ohne Miz1 (∆POZ MEFs
oder ∆POZ pB-⊘) stärker induziert oder weniger stark reprimiert wurden als in MEFs mit Miz1 (Wildtyp
MEFs oder ∆POZ pB-Miz1). Gene, bei denen die Inkubation mit EBSS in MEFs ohne Miz1 eine schwächere
Induktion der Genexpression bzw. eine stärkere Repression als in MEFs mit Miz1 bewirkte, sind mit ⇓
versehen.
Interessant ist dies aber außerdem, da für p19ARF bereits eine Funktion in der Autophagie festge-
stellt werden konnte [Abida and Gu, 2008]. Die oben diskutierten Unterschiede sind somit womög-
lich nicht nur auf den Einfluss von ARF auf die Expressionsregulation durch Miz1 zurückzuführen,
sondern zusätzlich auf eine Miz1-unabhängige Wirkung von ARF auf den Prozess der Autophagie.
Wie in Kapitel 1.2.3 auf Seite 18 beschrieben, ist p19ARF ein Tumorsuppressor, der durch Stabilisie-
rung von p53 eine fördernde Wirkung auf Zellzyklusarrest und Apoptose hat [Honda and Yasuda,
1999; Pomerantz et al., 1998]. Die fördernde Wirkung von p53 auf die Autophagie ist bereits seit
Längerem bekannt [Levine and Abrams, 2008]. Abida und Kollegen schlugen ein Modell vor, nach
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dem ARF ebenfalls Autophagie induzieren kann und zwar sowohl in einer p53-abhängigen Form,
als auch in einer p53-unabhängigen Form [Abida and Gu, 2008]. Diese These konnte von Reef
und Kimchi nicht bestätigt werden. Demnach scheint nukleolär lokalisiertes ARF Autophagie in
einer p53-unabhängigen Form nicht induzieren zu können [Reef and Kimchi, 2008]. Es konnte aber
gezeigt werden, dass Autophagie auch über eine kürzere, mitochondriale Isoform von p19ARF indu-
ziert werden kann [Reef et al., 2006]. Short mitochondrial ARF (smARF) entsteht aus ARF mRNA
durch Translationsbeginn an Met45 und enthält nicht die NH2-terminale Region, die in p19ARF für
die Funktionen im Zellkern, die Bindung an Mdm2 und die Aktivierung von p53 benötigt wird.
Überexprimiertes smARF - durch ektope Expression zellulärer oder viraler Onkogene - kann Auto-
phagie induzieren, wobei smARF unter normalen Bedingungen aufgrund eines hohen Umsatzes in
sehr geringen Konzentrationen vorliegt [Reef et al., 2006].
Der Knockdown von ARF, der für die Immortalisierung der MEFsARF durchgeführt wurde, könn-
te demnach eine Hemmung der Autophagie in den verwendeten MEFs bewirkt haben. Es wäre daher
von Vorteil, alternative Wege der Immortalisierung zu finden, die mit einem Knockout von Genen
einhergehen, für die eine Funktion in der Autophagie nicht bekannt sind. Odell und Kollegen ver-
öffentlichten kürzlich einige Beispiele zur Immortalisierung von MEFs [Odell et al., 2010]. Aller-
dings ist für die meisten Gene, die für die Immortalisierung vorgeschlagen wurden, eine Interaktion





Autophagie ist ein physiologischer und evolutionär hoch konservierter Prozess, bei dem zelluläre
Bestandteile sequestriert und schließlich recycelt werden. Er ermöglicht es der Zelle, ihr Überleben
unter Stressbedingungen zu sichern und sich veränderten Umweltbedingungen anzupassen. Hierfür
werden Bestandteile des Zytoplasmas von einer Doppelmembran umschlossen, indem sich eine
Phagophore bildet, die sich schrittweise verlängert und sich schließlich zu einem Autophagosom
schließt. Das auf diese Weise sequestrierte zytoplasmatische Material wird einem Abbau durch
lysosomale Enzyme zugeführt, indem das Autophagosom mit einem Lysosom fusioniert. An der
Induktion der Autophagosomenbildung sowie an den einzelnen Reifungsschritten sind zahlreiche
Proteine Autophagie-assoziierter Gene beteiligt.
In Vorarbeiten gab es starke Hinweise dafür, dass der Transkriptionsfaktor Miz1 an der Regulati-
on des autophagischen Prozesses beteiligt ist. Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Genexpres-
sion von Miz1 durch AS-Entzug (EBSS Inkubation) induziert wird, was eine Rolle von Miz1 bei der
Anpassung an nährstoffarme Bedingungen vermuten lässt. Auf morphologischer Ebene konnte die
wichtige Funktion von Miz1 für den autophagischen Prozess bestätigt werden. Elektronenmikro-
skopische Untersuchungen konnten einen Defekt der Reifung autophagischer Vakuolen in Zellen
ohne Miz1 nachweisen. Zudem konnte gezeigt werden, dass dieser Defekt durch die Substitution
von humanem Miz1 aufgehoben werden kann. Die Tatsache, dass auch eine Inkubation mit EBSS
die Fähigkeit von ∆POZ Zellen zur Autophagosomenreifung wiederherstellte, legt nahe, dass der
autophagische Prozess in embryonalen Fibroblasten während basaler oder stimulierter Autophagie
auf unterschiedliche Art und Weise reguliert wird. Die Blockierung der Autophagosomenreifung
scheint bei Autophagie-Induktion durch Miz1-unabhängige Mechanismen überwunden zu werden.
Um einzugrenzen, an welchen Teilschritten des autophagischen Prozesses Miz1 beteiligt ist, wur-
den Genexpressionsanalysen Autophagie-assoziierter Gene in Zellen mit und ohne funktionstüch-
tigem Miz1 durchgeführt. Für die Experimente wurden embryonale Mausfibroblasten verwendet,
die entweder nach dem 3T3-Protokoll immortalisiert worden waren (3T3 MEFs) oder durch einen
shRNA vermittelten Knockdown von p19ARF (MEFsARF). Die Messungen ergaben, dass die Ex-
pressionen der Autophagie-assoziierten Gene Atg9b und Atg16L2 während basaler Autophagie
durch Miz1 reguliert werden. Zudem gab es Anhaltspunkte, dass möglicherweise noch weitere Ge-
ne des Ubiquitin-ähnlichen Konjugationssystems durch Miz1 reguliert werden könnten. Es konnte
somit gezeigt werden, dass Miz1 auf molekularer Ebene einen Einfluss auf einige Teilschritte der
Autophagie ausübt und zwar insbesondere auf Schritte der Reifung von Autophagosomen. Diese
Ergebnisse auf Genexpressionsebene ergänzen die auf morphologischer Ebene gefundenen Hin-
weise auf gravierende Defekte in Zellen während der Reifung von Autophagosomen die lediglich
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das trunkierte Miz1 aufwiesen. Die Initiation der Autophagie scheint nach den Ergebnissen dieser
Arbeit weitgehend unabhängig von Miz1 zu verlaufen. Darauf lassen die unveränderten Genexpres-
sionen von ULK1 und ULK2 in Zellen mit oder ohne Miz1 schließen. Bestätigt wurde dies zudem
durch die Tatsache, dass sowohl in Zellen mit als auch in Zellen ohne Miz1 autophagische Vakuolen
ausgebildet wurden.
Es ist bekannt, dass Miz1 seine transkriptionelle Aufgabe in Zusammenarbeit mit verschiede-
nen Partnern vollbringt. Es konnte gezeigt werden, dass Miz1 die Genexpression seines wichtigsten
Partners Myc reguliert. Außerdem legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass ARF, ein weiterer
Partner von Miz1 und Myc, entscheidenden Einfluss auf Miz1 hat: ARF scheint sowohl die Genex-
pression von Miz1 als auch die Expressionsregulation anderer Gene durch Miz1 zu beeinflussen.
Um für zukünftige Ansätze den Einfluss von Miz1 auf die Autophagie weiter aufzuklären, ist
es sinnvoll, weitere detaillierte morphologische Untersuchungen durchzuführen. Die Daten dieser
Arbeit legen nahe, dass die Genexpressionsanalyse einzelner Atg-Gene für Untersuchungen akut
induzierter Autophagie weniger aufschlußreich ist. Den Ergebnissen nach zu urteilen, scheint akute
Autophagie nicht durch veränderte Expressionsmuster von Atg-Genen reguliert zu werden. Es wäre
denkbar, dass sich als Antwort auf die EBSS Inkubation zunächst die Expression von Miz1 ändert
und erst längerfristig die Expressionen Autophagie-assoziierter Gene angepasst werden. Dies würde
bedeuten, dass bei Durchführung der Messungen sechs Stunden nach Autophagie-Induktion Ände-
rungen der Genexpressionen von Atg-Genen nicht erfasst werden, da sie erst zu einem späteren
Zeitpunkt eintreten.
5.2 Englische Zusammenfassung
Autophagy is a physiological and evolutionary highly conserved process in which cellular compo-
nents are sequestered and then recycled. It enables the cell to secure its survival under starvation
conditions and adapt to changing environmental situations. Cytoplasmic components are engulfed
by a bilipidal membrane layer through formation of a phagophore which elongates gradually and
finally closes to form an autophagosome. Fusion of the autophagosome with a lysosome enables
the degradation of the sequestered cytoplasmic material by lysosomal enzymes. Numerous proteins
of autophagy-related genes are involved in the induction of autophagosome formation as well as in
the steps of maturation.
Previous work provided evidence that the transcription factor Miz1 is involved in the regulation of
the autophagic process. Results of this work show that withdrawal of amino acids (incubation with
EBSS) induces gene expression of Miz1 which hints to a role of Miz1 in the adaptation to starvation
conditions. The importance of Miz1 for the autophagic process was confirmed on a morphological
level. Electron microscopy showed a failure of maturation of autophagic vacuoles in cells lacking
Miz1. Moreover, it could be shown that this defect could be abrogated by substitution of human
Miz1. At the same time incubation with EBSS restored the ability for autophagosomal maturation
in ∆POZ cells. These results indicate a different regulation of the autophagic process during basal
or stimulated autophagy. After induction of autophagy the inhibition of autophagosomal maturation
seems to be overcome by mechanisms independent of Miz1.
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To further identify which steps of the autophagic process are influenced by Miz1 a series of gene
expression analysis of autophagy-associated genes was carried out using cells with and without
fully functional Miz1. Experiments were conducted in mouse embryonic fibroblasts that were ei-
ther immortalized through 3T3 protocol (3T3 MEFs) or through knockdown of p19ARF by shRNA
(MEFsARF). Results of this work show that the expression of autophagy-associated genes Atg9b
and Atg16L2 is regulated through Miz1 during basal autophagy. Moreover, evidence could be ob-
tained that further genes of the ubiquitin-like conjugation system might be regulated through Miz1.
It could therefore be shown that Miz1 has an effect on certain steps of autophagy on a molecular
basis and that this influence is exerted mainly on steps of maturation of autophagosoms. These
results obtained through analysis of gene expression complement morphological results showing
severe maturation defects of autophagosomes in cells containing solely the truncated Miz1. Initia-
tion of autophagy seems to take place largely independently of Miz1. This can be concluded from
unchanged levels of gene expression of ULK1 and ULK2 in cells with or without Miz1. The pre-
vious findings were confirmed by the fact that autophagic vacuoles formed both in cells containing
and in cells not containing fully functional Miz1.
It is well known that Miz1 exerts its transcriptional function in cooperation with several partners.
It could be shown that Miz1 regulates gene expression of its most important partner Myc. Moreover
the results obtained indicate that ARF, another partner of Miz1 and Myc, has substantial influence
on Miz1: ARF seems to affect both gene expression of Miz1 and regulation of gene expression of
other genes through Miz1.
To further define the influence of Miz1 on autophagy it might be useful to conduct more detailled
morphological analysis. Results of this work suggest that analysis of gene expression of single
Atg genes is not suitable for detecting mechanisms of acute induced autophagy. The results of
this work suggest that autophagy is not regulated through altered expression patterns of Atg genes.
Possibly it is the expression of Miz1 that is first adapted in response to incubation with EBSS
whereas expression of autophagy-associated genes is modified only later. This would imply that
modifications of gene expression of Atg genes are not detected when conducting experiments six
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Anhang
Abhängigkeit der Genexpression von der POZ-Domäne von Miz1 bei Kultivierung in Vollmedium
Einteilung für 3T3 MEFs
Bezeichnung Beschreibung Gene
3T3 1-1 Miz1-unabhängige Expression ULK1, ULK2, Atg4a, Atg4b, Atg5, Atg7,
Atg9a, Atg12, Atg16L1
3T3 1-2 Unbestimmte Miz1-Abhängigkeit der
Expression
Atg3, LC3a, LC3b, Atg9b, Atg10, Myc
3T3 1-3 Miz1-abhängige Expression Atg4c, Atg4d, Atg16L2
Einteilung für MEFsARF
Bezeichnung Beschreibung Gene
ARF 1-1 Miz1-unabhängige Expression ULK2, Atg3, Atg4b, Atg7, LC3a, LC3b,
Atg9a, Atg12
ARF 1-2 Unbestimmte Miz1-Abhängigkeit der
Expression
ULK1, Atg4a, Atg4c, Atg4d, Atg5,
Atg10, Atg16L1
ARF 1-3 Miz1-abhängige Expression Atg9b, Atg16L2, Myc
Einteilung für mit pB-⊘ bzw. pB-Miz1 infizierte 3T3 MEFs
Bezeichnung Beschreibung Gene
Inf3T3 1-1 hMiz1-unabhängige Expression ULK1, ULK2, Atg4a, Atg4b, Atg4c,
Atg4d, Atg5, Atg7, LC3a, LC3b,
Atg9a, Atg9b, Atg10, Atg12, Atg16L1,
Atg16L2, Myc
Inf3T3 1-3 hMiz1-abhängige Expression Atg3
. . . Fortsetzung
A–1
Fortsetzung . . .
Einteilung für mit pB-⊘ bzw. pB-Miz1 infizierte MEFsARF
Bezeichnung Beschreibung Gene
InfARF 1-1 hMiz1-unabhängige Expression ULK1, ULK2, Atg4b, Atg4c, Atg4d,
LC3a, Atg9a, Atg12, Atg16L1, Atg16L2,
Myc
InfARF 1-3 hMiz1-abhängige Expression Atg3, Atg4a, Atg5, Atg7, LC3b, Atg9b,
Atg10
Tabelle A.1: Übersicht über die Einteilung der Gene hinsichtlich der Abhängigkeit ihrer Genexpressi-
on von der POZ-Domäne von Miz1 bei Kultivierung in Vollmedium. Aus Gründen einer besseren Über-
sichtlichkeit werden die Begriffe „Miz1-abhängig bzw. -unabhängig“ synonym gebraucht für „Abhängigkeit
von der POZ-Domäne von Miz1“. Die Gene sind in drei Gruppen eingeteilt, wobei die Gene aus Gruppe
1-1 Miz1-unabhängig und die Gene aus Gruppe 1-3 Miz1-abhängig exprimiert wurden. Für die Gene aus
Gruppe 1-2 konnte eine Abhängigkeit der Genexpression von der POZ-Domäne nicht bestimmt werden. Die
Genexpressionen wurden in 3T3 MEFs, in MEFsARF, sowie in infizierten ∆POZ-Zellen von 3T3 MEFs und
MEFsARF gemessen und die Gene jeweils in eine der drei Gruppen eingeteilt. Die Zuordnung zu den Grup-
pen erfolgte für 3T3 MEFs und MEFsARF durch Vergleich der Genexpressionen in Wildtypzellen und ∆POZ-
Knockoutzellen jeweils unter DMEM-Bedingungen. Die Einteilung für infizierte 3T3 MEFs und MEFsARF
erfolgte durch Vergleich der Genexpressionen in mit pB-⊘ und mit pB-Miz1 infizierten ∆POZ-Zellen eben-
falls unter DMEM-Bedingungen. Für die infizierten Zellen existiert keine Gruppe 1-2, da die Auswertung der
Genexpressionsmessungen auf dem Mittelwert von drei Messungen (3T3 MEFs) bzw. auf den Daten einer
Einzelmessung (MEFsARF) beruhen. Somit war eine eindeutige Zuordnung zu Gruppe 1-1 oder 1-3 möglich.
Die Auswertung für die nicht-infizierten Zellen beruht auf den Daten zweier Messwiederholungen.
A–2
Regulation der Genexpression durch EBSS und Einfluss der POZ-Domäne von Miz1
Einteilung für 3T3 MEFs
Bezeichnung Beschreibung Gene
3T3 2-1 Keine Regulation durch
EBSS
Atg4a, Atg5
3T3 2-2 Regulation durch EBSS
unbestimmt



















ARF 2-1 Keine Regulation durch
EBSS
—
ARF 2-2 Regulation durch EBSS
unbestimmt















ARF 2-5 Miz1-abhängige Regulati-
on durch EBSS
Myc
Einteilung für mit pB-⊘ bzw. pB-Miz1 infizierte 3T3 MEFs
Bezeichnung Beschreibung Gene











Atg7, LC3a, LC3b, Atg9a,
Atg12, Atg16L2, Myc




. . . Fortsetzung
A–3
Fortsetzung . . .
Einteilung für mit pB-⊘ bzw. pB-Miz1 infizierte 3T3 MEFs
Bezeichnung Beschreibung Gene











InfARF 2-5 hMiz1-abhängige Regula-
tion durch EBSS
Atg3, Atg4a, Atg4b, Atg5,
Atg7, LC3a, LC3b, Atg9a,
Atg9b, Atg10, Atg12,
Myc
Tabelle A.2: Übersicht über die Einteilung der Gene hinsichtlich der Regulation ihrer Expression
durch EBSS. Die Gene sind in fünf Gruppen eingeteilt, wobei die Gene aus Gruppe 2-1 nicht durch EBSS
reguliert wurden. Für die Gene aus Gruppe 2-2 konnte eine Regulation der Genexpression durch EBSS nicht
bestimmt werden. Die Gruppen 2-3 bis 2-5 fassen die Gene zusammen, für die eine Regulation durch EBSS
nachgewiesen werden konnte. Sie wurden weiter unterteilt, je nachdem ob die Regulation durch EBSS Miz1-
unabhängig (Gruppe 2-3) oder Miz1-abhängig (Gruppe 2-5) erfolgte. Die Gene aus Gruppe 2-4 wurden zwar
durch EBSS reguliert, eine Abhängigkeit der Regulation durch EBSS von der POZ-Domäne konnte allerdings
nicht bestimmt werden. Aus Gründen einer besseren Übersichtlichkeit werden die Begriffe „Miz1-abhängige
bzw. -unabhängige Regulation“ synonym gebraucht für „Abhängigkeit der Regulation von der POZ-Domäne
von Miz1“. Die Genexpressionen wurden in 3T3 MEFs, in MEFsARF, sowie in infizierten ∆POZ-Zellen von
3T3 MEFs und MEFsARF gemessen und die Gene jeweils in eine der fünf Gruppen eingeteilt. Für die infi-
zierten Zellen existieren keine Gruppen 2-2 und 2-4, da die Auswertung der Genexpressionsmessungen auf
dem Mittelwert von drei Messungen (3T3 MEFs) bzw. auf den Daten einer Einzelmessung (MEFsARF) be-
ruhen. Somit war eine eindeutige Zuordnung zu Gruppe 2-1, 2-3 oder 2-5 möglich. Die Auswertung für die
nicht-infizierten Zellen beruht auf den Daten zweier Messwiederholungen.
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